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RESUMEN 
 
                Resumen ii 
Las alteraciones hormonales están implicadas en muchas patologías asociadas con la edad como 
las enfermedades neurodegenerativas y los trastornos psiquiátricos. En el adulto, las alteraciones del 
estado tiroideo cursan con frecuencia con cambios psicológicos y trastornos del estado del ánimo 
como la depresión. Se ha demostrado que en los mamíferos adultos, incluido el hombre, continúan 
generándose neuronas a partir de células madre en el giro dentado (GD) de la formación del 
hipocampo. Las neuronas generadas se integran funcionalmente y podrían estar implicadas en 
procesos de memoria y aprendizaje, así como en el mantenimiento del estado de ánimo. Se ha 
descrito que una disminución de la neurogénesis en el adulto induce trastornos depresivos y que la 
eficacia de los antidepresivos depende de la generación de nuevas neuronas en el GD. Por ello, el 
conocimiento del proceso de adquisición de nuevas neuronas en el adulto y su modulación puede 
suponer una herramienta importante para paliar daños cerebrales y enfermedades 
neurodegenerativas y psiquiátricas. Numerosos estudios han demostrado que las hormonas 
tiroideas (HT) son esenciales para la neurogénesis y la gliogénesis durante el desarrollo, pero hay 
muy pocos trabajos que hayan analizado su función en el adulto. 
 
El objetivo de esta tesis fue analizar in vivo la posible modulación de la neurogénesis del adulto 
en el GD por las HT, así como explorar posibles implicaciones funcionales relacionadas con esta 
modulación. Los resultados obtenidos indican que el hipotiroidismo durante un corto periodo de 
tiempo en el adulto disminuye significativamente la capacidad proliferativa del GD, reduciendo 
tanto el número de precursores neuronales en proliferación, como el número de unidades 
proliferativas. Además, el hipotiroidismo afecta gravemente a los neuroblastos inmaduros 
disminuyendo su número, alterando su distribución y provocando un desarrollo anormal de su 
árbol dendrítico. Estos cambios en la neurogénesis afectan algunas funciones dependientes del 
hipocampo. Los animales hipotiroideos muestran un mayor comportamiento de tipo depresivo que 
los eutiroideos en un modelo experimental de depresión (prueba de nado forzado). El tratamiento 
crónico de las ratas hipotiroideas con HT fue capaz de recuperar la tasa de neurogénesis en el GD y 
normalizar el comportamiento de estos animales. 
 
Nuestros resultados indican que las HT son esenciales para la neurogénesis del adulto en el 
GD y sugieren que los desórdenes del comportamiento depresivo provocados por el 
hipotiroidismo del adulto en humanos pueden estar relacionados, entre otros, con la disminución 
de la neurogénesis en el GD. Todo lo anterior podría ser importante para futuras aplicaciones 
terapéuticas en la modulación de la neurogénesis endógena y desórdenes del comportamiento. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
           Summary iii 
 
Hormonal imbalances are involved in many of the age-related pathologies as neurodegenerative 
and psychiatric diseases. In particular, thyroid state alterations in the adult are related to 
psychological and mood disorders, as depression. The dentate gyrus (DG) of the hippocampal 
formation undergoes neurogenesis in adult mammals including humans. The newborn neurons 
become functionally integrated within the circuitry and could be implicated in learning and memory 
processes, as well as in mood state. Recent evidence suggests that depressive disorders and their 
treatment are closely related to the number of newly generated neurons in the DG. Therefore, 
knowledge about the new granular cell acquisition process and its modulation could be an 
important tool to palliate cerebral injury and neurodegenerative and psychiatric diseases. Many 
experimental animal assays show that thyroid hormones (TH) are essential for normal gliogenesis 
and neurogenesis during development, but there are scarce studies showing this function in the 
adult. 
 
In this thesis we have analyzed the possible effects of thyroid hormones (TH) on hippocampal 
neurogenesis in adult rats in vivo and have explored the functional relationship related to these 
effects. Our studies show that a short period of adult onset hypothyroidism impairs normal 
neurogenesis in the subgranular zone of the DG with a significant decrease in the number of 
proliferating cells and proliferative units. Hypothyroidism also reduces the number of newborn 
neuroblasts and immature neurons which have a severely hypoplastic dendritic arborization. These 
changes in neurogenesis affect some hippocampal dependent functions. Hypothyroid rats present 
abnormal behavior in the forced swimming test, indicating a depressive-like disorder. Chronic 
treatment of hypothyroid rats with TH not only normalizes the abnormal behavior but also restores 
the number of proliferative cells and newborn neuroblasts, and induces growth of their dendritic 
trees. Therefore, hypothyroidism induces a reversible depressive-like disorder which correlates with 
changes in neurogenesis. 
 
Our results indicate that TH are essential for adult hippocampal neurogenesis and suggest that 
mood disorders related to adult-onset hypothyroidism in humans could be due, in part, to impaired 
neurogenesis. Among other possible clinical implications, these studies could contribute to future 
therapeutic applications in the modulation of endogenous neurogenesis and mood disorder 
treatments. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Introducción      1 
1. ACCIONES BIOLÓGICAS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS 
Las hormonas tiroideas (HT) son fundamentales en los vertebrados tanto por su papel en el 
desarrollo del feto como por su acción reguladora del metabolismo durante el resto del ciclo vital. 
Las HT juegan un papel clave en procesos del metabolismo oxidativo, en el metabolismo de 
carbohidratos, lípidos y proteínas y en el balance electrolítico. Son esenciales para el crecimiento, 
desarrollo y diferenciación tisular y celular, y para el correcto funcionamiento de numerosos 
órganos como el hígado, corazón, tejido adiposo y músculo. En concreto, las HT actúan de forma 
indispensable en el control del desarrollo y maduración del sistema nervioso central (SNC). 
La deficiencia de HT durante el desarrollo produce retraso mental severo, anormalidades 
neurológicas, retraso del crecimiento y desarrollo puberal anormal, así como síntomas endocrinos y 
signos de hipotiroidismo. Algunas de estas alteraciones, en particular las relativas al sistema nervioso 
(SN), son irreversibles. Las HT son esenciales para el desarrollo del SNC, pero también tienen una 
gran importancia en el cerebro adulto. En el individuo adulto las alteraciones hormonales pueden 
ocasionar, además de manifestaciones metabólicas, trastornos de carácter neurológico o psiquiátrico 
produciendo situaciones patológicas y alteraciones en la conducta. 
 
1.1. Síntesis, secreción y transporte de las hormonas tiroideas 
El tiroides sintetiza las HT (Figura 1): tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). En condiciones 
fisiológicas normales y de aporte suficiente de yodo, la glándula secreta cantidades de T4 (70%) 
superiores a las de T3 (20%). 
El tiroides se localiza en la porción media del cuello, a ambos lados de la tráquea, y está 
compuesto por folículos. Estos folículos están constituidos por las células epiteliales foliculares o 
tirocitos que se sitúan en monocapa alrededor de una cavidad central rellena de coloide. Los 
tirocitos son células polarizadas con una membrana basal del lado del torrente circulatorio y una 
apical que da al coloide. El yodo es un micronutriente muy escaso pero los tirocitos son capaces de 
concentrarlo en su interior y sintetizar los precursores de las HT que se almacenan en el coloide. 
Esto permite la disponibilidad de HT en cuanto se necesiten  sin depender de la ingesta de yodo en 
la dieta. 
 
 
Introducción      2 
 
 
Figura 1. Estructura de las hormonas tiroideas. Las HT están constituidas por dos anillos bencénicos 
unidos por un puente de oxígeno. Los átomos de yodo se encuentran en número máximo de cuatro en las 
posiciones 3, 5, 3’ y 5’ y su número y posición son críticos para definir la actividad biológica de las HT y sus 
metabolitos. 
 
La síntesis y secreción de HT está regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides. En el 
núcleo paraventricular del hipotálamo se sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (TRH) cuya 
función principal es inducir la secreción de la hormona estimuladora del tiroides (TSH o 
tirotropina) en la hipófisis anterior. La TSH se une a su receptor de membrana en los tirocitos y 
estimula la secreción de HT. Además existe un mecanismo de regulación por retroalimentación 
negativa que contribuye a la homeostasis hormonal. En este mecanismo las HT actúan directamente 
sobre la hipófisis inhibiendo la liberación de TSH y sobre el hipotálamo inhibiendo la secreción de 
TRH. 
Las HT circulan en el plasma en su mayor parte unidas a proteínas: la globulina de unión a HT, 
la transtiretina y la albúmina. La pequeña fracción de T3 y T4 que circulan no unidas a proteínas 
(libres) son las biológicamente activas, ya que pueden introducirse en las células para llevar a cabo 
sus acciones biológicas. Recientemente se ha descrito que las HT se transportan al interior celular 
en los distintos tejidos por transportadores específicos (Jansen y cols., 2005), lo que añade un nuevo 
mecanismo de regulación de la acción hormonal. 
 
1.2. Metabolismo de las hormonas tiroideas 
Las HT se metabolizan en los tejidos periféricos por varias vías, aunque la vía más importante 
de metabolización es la desyodación progresiva. Las principales reacciones de desyodación son: 1) la 
activación de la T4 a T3 por desyodación en la posición 5’ del anillo externo y 2) la inactivación 
hormonal de T4 y T3 por pérdida de un átomo de yodo del anillo interno, produciendo rT3 (T3 
reversa o 3,3’,5’-triyodotironina) y T2 (diyodotironina) respectivamente (Köhrle, 2002). 
3,5,3’,5’-tetrayodo-L-tironina (T4) 3,5,3’-triyodo-L-tironina (T3) 
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La desyodasa tipo 1 (D1) cataliza reacciones de activación y, en menor medida, de inactivación. 
Esta enzima es casi ubicua y se expresa en niveles máximos en órganos que permiten un rápido 
intercambio de las HT con el plasma (hígado, piel y riñón). Por ello su actividad contribuye en gran 
medida a los niveles de T3 plasmáticos. Su expresión en el tiroides también contribuye a la 
generación de T3 plasmática. La D1 se expresa en el encéfalo de rata (no en humanos), pero su 
contribución a la generación local de T3 es poco conocida en este tejido. 
La desyodasa tipo 2 (D2) cataliza la desyodación de T4 en la posición 5’ generando T3, aunque 
la rT3 también es sustrato de esta enzima. La D2 se expresa en tejidos de intercambio lento, en los 
que las concentraciones intracelulares de T3 son críticas (SN, hipófisis, tejido adiposo marrón). Su 
función es la generación local de T3 en estos tejidos. Se considera que las neuronas y los 
oligodendrocitos son las principales células diana de las HT en el SNC. Sin embargo, en el cerebro 
la D2 se expresa en tanicitos y astrocitos, por lo que se ha propuesto un modelo de cooperación 
paracrina o acoplamiento celular entre los astrocitos y las neuronas y oligodendrocitos (Guadaño-
Ferraz y cols., 1997a).  
La desyodasa 3 (D3) inactiva a la T4 y la T3 por desyodación en posición 5, dando lugar a rT3 
y T2 respectivamente. Esta enzima se expresa en niveles bajos en todos los tejidos, pero su 
expresión es más elevada en el SNC, la piel, la placenta y el útero gestante. La D3 contribuye a la 
homeostasis hormonal protegiendo a los tejidos del exceso de HT. En el encéfalo se expresa en 
neuronas, su expresión es máxima durante el periodo perinatal (Kaplan y Yaskoski, 1981) y está 
relacionada con la diferenciación sexual del cerebro (Escámez y cols., 1999). 
 
1.3. Mecanismos de acción de las hormonas tiroideas 
1.3.1 Modulación de la expresión génica 
La función principal de las HT es la modulación de la expresión génica por unión a sus 
receptores nucleares específicos (TRs). La T3 es la hormona biológicamente más activa por tener 
una afinidad unas 10 veces superior que la T4 por la unión a los TRs (Surks y Oppenheimer, 1977). 
En las células diana, la T3 se concentra de forma eficiente en el núcleo donde se une a sus 
receptores. Los TRs son factores de transcripción modulados por ligando que pertenecen a la 
superfamilia de receptores nucleares. Los TRs se unen a secuencias específicas del ADN en los 
genes diana denominadas elementos de respuesta a hormona tiroidea (TRE). La unión de los TRs al 
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TRE tiene lugar, principalmente, formando heterodímeros con el receptor del ácido 9 cis-retinoico 
(RXR; Figura 2), aunque también pueden homodimerizar (Lazar, 1993). 
 
 
Figura 2.- Modelo del mecanismo de acción general de la modulación de la expresión génica por 
T3. Los TRs se unen a los TRE heterodimerizando con el receptor RXR. En ausencia de hormona el 
heterodímero se asocia con un complejo co-represor, lo que conduce a la desacetilación y compactación de la 
cromatina, y a la represión de la transcripción. La unión de T3 al TR produce un cambio conformacional que 
induce la liberación de los co-represores y unión de un complejo de co-activadores. Este complejo tiene 
capacidad acetilasa de histonas, lo que desestabiliza la cromatina y la hace más accesible. Además atrae y 
estabiliza la ARN polimerasa II. 
 
El mecanismo de acción general de la regulación de la expresión génica por T3 es la regulación 
positiva (Figura 2). La unión de T3 al TR tiene dos efectos: anula la represión y, dependiendo de la 
dosis de hormona y del gen diana, aumenta la transcripción (Li y cols., 1999).  
Además de este mecanismo general, se puede dar una regulación negativa, cuyo mecanismo es 
poco conocido. En la regulación negativa, el receptor en ausencia de ligando permite la 
transcripción basal del gen, mientras que la unión del ligando al receptor induce la represión génica 
(esto ocurre por ejemplo en el caso de las subunidades de la TSH mediado por TRβ2). No se han 
identificado secuencias consenso ni requerimientos estructurales comunes para los TREs negativos. 
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Los TRs están codificados por dos genes: THRA o alfa y THRB o beta, que dan lugar a 
distintas isoformas. 
El gen α codifica una forma funcional, TRα1, y tres formas truncadas que no unen hormona, 
TRα2, TR∆α1 y TR∆α2. La función fisiológica de estas formas truncadas no se conoce con claridad, 
aunque la isoforma TRα2 es muy abundante en neuronas telencefálicas (Guadaño-Ferraz y cols., 
1997b). Además de las isoformas descritas, la transcripción en dirección contraria del gen α da lugar 
a un factor de transcripción, rev-ErbAα (Lazar y cols., 1989; Miyajima y cols., 1989), que desempeña 
un papel importante en el desarrollo del cerebelo (Chomez y cols., 2000). 
El gen β codifica tres formas capaces de unir hormona: TRβ1, TRβ2 y TRβ3, y una forma que 
une hormona pero no se une al ADN, TR∆β3 que actúa como un potente represor in vitro (Harvey 
y Williams, 2002). 
Los TRs tienen una estructura muy conservada con un dominio central de unión al ADN, que 
posee una estructura de dos dedos de zinc (Freedman, 1992). La región carboxi-terminal contiene 
los dominios de dimerización y unión al ligando y las zonas de interacción con co-activadores y co-
represores. La región amino-terminal es la más variable y puede contribuir a la especificidad del 
receptor (Aranda y Pascual, 2001; Yen, 2001). 
En el SNC se han encontrado todas las isoformas de los TRs. Las isoformas TRα son más 
abundantes y están más ampliamente distribuidas en el SNC que las TRβ. El conocimiento de la 
distribución regional de los TRs, así como el análisis de animales transgénicos de los mismos y la 
utilización de aproximaciones farmacológicas, han permitido establecer ciertas funciones fisiológicas 
específicas para las distintas isoformas de receptor en el SNC (Ng y cols., 2001; Guadaño-Ferraz y 
cols., 2003; Manzano y cols., 2003). 
 
1.3.2. Mecanismos de acción extranucleares de las hormonas tiroideas 
Las acciones nucleares de las HT tienen un tiempo de latencia largo (de horas a días). Sin 
embargo, se han descrito acciones mediadas por HT que ocurren en un periodo de tiempo muy 
corto (pocos minutos; Yen, 2001). Estas son las respuestas rápidas extranucleares, que son menos 
conocidas.  
Estas acciones parecen estar mediadas por isoformas de los TRs asociadas a la membrana 
plasmática y/o por nuevos receptores de membrana acoplados a proteínas G señalizando a través 
de segundos mensajeros intracelulares. Hasta el momento sólo se ha identificado un posible 
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receptor, la integrina αV β3 (Bergh y cols., 2005). Se ha postulado que las acciones extranucleares de 
T4 y T3 influyen sobre la transcripción génica a través de las cascadas MAPK y STATs. MAPK 
activada fosforila los TRs nucleares modulando su actividad sobre la transcripción (Davis y cols., 
2000). Además, el complejo MAPK-TR tiene capacidad de fosforilar a p53 modificando así su 
actividad transcripcional. 
A nivel mitocondrial, las HT ejercen acciones indirectas sobre las mitocondrias regulando la 
transcripción de genes nucleares cuyos productos modulan la expresión de genes mitocondriales. 
También se han descrito acciones directas sobre la expresión del genoma mitocondrial y la 
fosforilación oxidativa. Muchas de estas acciones están mediadas por formas truncadas de los TRs 
nucleares que modulan la expresión del genoma mitocondrial actuando como factores de 
transcripción dependientes de ligando (Wrutniak-Cabello y cols., 2001). 
 
1.4. Acciones de las hormonas tiroideas en el sistema nervioso: hipotiroidismo 
Las acciones de las HT en el SN son aún más complejas que en otros órganos debido a la 
heterogeneidad regional y celular de este tejido. Distintos estudios clínicos y experimentales indican 
que la deficiencia de HT durante el desarrollo causa anomalías anatómicas y funcionales del SN 
resultando en alteraciones neurológicas graves e irreversibles. Las HT también son necesarias para 
mantener la actividad y función del SN durante la vida adulta, aunque sus acciones biológicas en el 
periodo adulto han sido menos estudiadas. 
El hipotiroidismo es la deficiencia hormonal más común, siendo más frecuente en las mujeres 
y aumentando su incidencia con la edad. La frecuencia del hipotiroidismo (clínico y subclínico) en la 
población adulta es de alrededor de un 8% (Vanderpump y Tunbridge, 2002). El hipotiroidismo 
está definido por niveles insuficientes de HT en sangre con la consiguiente elevación de la 
concentración plasmática de TSH. En la práctica clínica se considera hipotiroidismo subclínico 
cuando sólo se encuentra elevada la TSH. 
Las causas más habituales de hipotiroidismo son la disgenesia tiroidea, la ablación quirúrgica o 
por irradiación del tiroides y la tiroiditis. El consumo de alimentos bociógenos (yuca, mijo, coles), 
factores iatrógenos (litio, amiodarona, interferón α) o compuestos tóxicos (bifenilos policromados, 
resorcinol) también puede inducir o agravar el hipotiroidismo. 
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1.4.1. El hipotiroidismo durante el desarrollo del sistema nervioso 
El papel fisiológico de las HT consiste en asegurar la coordinación temporal de diferentes 
eventos del desarrollo modulando la expresión de genes específicos (Bernal y Guadaño-Ferraz, 
1998). El hipotiroidismo durante el desarrollo cerebral conduce a alteraciones moleculares y 
anatómicas en el cerebro en desarrollo que inducen alteraciones neurológicas y neuropsicológicas 
irreversibles, como retraso mental, sordera y desórdenes neuromotores. La función tiroidea materna 
es esencial para el desarrollo del cerebro fetal (Calvo y cols., 2002; Zoeller, 2003; Morreale de 
Escobar y cols., 2004). Según la OMS, la hipotiroxinemia materna por deficiencia de yodo es, 
después del hambre, la causa de retraso mental prevenible más extendida en el mundo (WHO, 
1990). Se ha propuesto que el papel principal de la T3 durante el desarrollo es desreprimir la 
transcripción de los genes diana en determinadas ventanas de tiempo (Morte y cols., 2002). 
Las regiones más afectadas por la deficiencia de HT durante el desarrollo son la neocorteza, los 
ganglios basales, el cerebelo, el hipocampo y el giro dentado (GD). Estas regiones están implicadas 
en la memoria y el aprendizaje, así como en tareas motoras, lo que explicaría muchas de las 
alteraciones funcionales debidas al hipotiroidismo. 
La deficiencia de HT afecta a la histogénesis de la neocorteza, produciendo una reducción del 
crecimiento dendrítico y de la sinaptogénesis (Eayrs, 1955). Las células se encuentran más 
empaquetadas, lo que se traduce en una disminución del tamaño cerebral. El número de espinas del 
árbol apical de las neuronas piramidales de la corteza visual se encuentra reducido. Los barriles de la 
corteza somatosensorial primaria presentan un retraso en su formación y una reducción de sus 
dimensiones (Berbel y cols., 2001). La deficiencia hormonal también interfiere con la maduración de 
las comisuras telencefálicas, cuerpo calloso y comisura anterior (Berbel y cols., 1994; Guadaño 
Ferraz y cols., 1994), lo que muy probablemente repercuta en la transferencia de información entre 
ambos hemisferios cerebrales. 
El cerebelo es una región con gran proporción de adquisición celular postnatal. El 
hipotiroidismo produce un retraso en la migración de las células granulares desde la capa 
germinativa externa, además de influir en la proliferación y muerte de estas células (Lauder, 1979). 
También afecta al crecimiento de la arborización dendrítica de las células de Purkinje, aunque el 
retraso en la adquisición celular y el desarrollo del cerebelo debido al hipotiroidismo implican 
proporciones anormales de todos los tipos celulares (Legry y cols., 1976). 
El hipocampo y el GD son regiones de neurogénesis tardía, por lo que la deficiencia de HT 
afecta a su desarrollo (Gould y cols., 1991). El hipotiroidismo durante el desarrollo provoca una 
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disminución del número de células granulares en el GD (Rami y cols., 1986b), lo que conlleva la 
reducción del número de fibras musgosas que proyectan a CA3 y de las sinapsis granulares-
piramidales en esta capa. Las neuronas piramidales de CA3 presentan además atrofia en su 
arborización dendrítica, lo que se correlaciona con la disminución del volumen de esta región. El 
hipotiroidismo también afecta al número de neuronas piramidales en CA1 (Madeira y cols., 1992). 
Estos efectos tan dramáticos en la formación del hipocampo pueden contribuir a las anomalías en el 
comportamiento que se observan en condiciones de hipotiroidismo. 
Los TRs se expresan en neuronas, oligodendrocitos y algunas subpoblaciones de astrocitos 
(Bradley y cols., 1992; Carlson y cols., 1996; Carre y cols., 1998). La expresión de los TRs presenta 
diferentes patrones para cada isoforma que además varían durante la ontogenia del SN. Aunque se 
ha descrito que las HT actúan sobre la proliferación de determinadas poblaciones (glía y neuronas 
de génesis tardía), se conocen mejor sus acciones sobre la migración, diferenciación y maduración 
celular (Bernal, 2005). 
Como se ha visto anteriormente, la deficiencia de HT bloquea la maduración neuronal. En 
particular, disminuye el número de axones corticales y provoca alteraciones en el desarrollo, 
densidad y distribución de las dendritas, reduciendo el número de espinas, todo lo cual conlleva 
importantes alteraciones en la sinaptogénesis. 
Las HT controlan la proliferación y diferenciación de los precursores de oligodendrocitos y 
modulan la producción de lípidos mielínicos. El hipotiroidismo impide la correcta diferenciación de 
los oligodendrocitos, lo que provoca un retraso en la mielinización y una disminución del número 
de axones mielínicos, con las consiguientes alteraciones funcionales en la transmisión del impulso 
nervioso. 
Además, la deficiencia de HT altera la maduración de las células de glía radial en CA1 y la glía 
de Bergmann en cerebelo, lo que se relaciona con las alteraciones en la migración celular detectadas 
en los animales hipotiroideos. 
 
1.4.2. El hipotiroidismo en el sistema nervioso adulto  
Estudios fisiológicos de los años 50 y 60 afirmaban que las variaciones del estado tiroideo no 
afectaban al consumo de oxígeno en el cerebro humano adulto (Sensenbach y cols., 1954), 
sugiriendo que el cerebro adulto, a diferencia del cerebro en desarrollo, era poco sensible a la acción 
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de las HT. La repercusión de estos estudios ha contribuido a que se haya tardado en reconocer la 
acción de las HT en el funcionamiento del SN adulto.  
Evidencias experimentales posteriores mostraron que el cerebro adulto responde 
metabólicamente al estado tiroideo (Chapa y cols., 1995; Calza y cols., 1997). Además, se han 
descrito diversas alteraciones anatómicas por deficiencia de HT en estadios postnatales. Se ha 
descrito una disminución del número de neuronas granulares en el GD de ratas adultas tras 150d de 
hipotiroidismo, aunque el volumen de la capa granular no estaba alterado (Madeira y cols., 1991). 
En estos animales también se observa una reducción en el número de neuronas piramidales de CA1 
y alteraciones estructurales en CA3 (Madeira y cols., 1992). El hipotiroidismo en ratas adultas 
también afecta al número y la distribución de espinas dendríticas en neuronas corticales, lo cual se 
puede evitar con un tratamiento de reemplazo hormonal (Ruiz-Marcos y cols., 1980). Esto sugiere 
la participación de las HT en procesos de plasticidad en el SN adulto.  
Además hay varios hechos que indican la importancia de las HT en el funcionamiento del SN 
adulto en humanos. Se han descrito importantes disfunciones mentales y psicológicas asociadas al 
hipotiroidismo (Boyages, 1996; Whybrow, 1996). El hipotiroidismo en el adulto provoca 
alteraciones de la memoria, el aprendizaje y la concentración, astenia psicomotora, alteración de los 
niveles de neurotransmisores y alteraciones del comportamiento (demencia, confusión, psicosis y 
cambios de personalidad) y del estado de ánimo (depresión, trastorno bipolar). 
Muchos de los síntomas asociados al hipotiroidismo también son frecuentes en pacientes con 
depresión por lo que se ha establecido una relación entre las HT y los desórdenes del estado de 
ánimo. Se ha determinado que entre un 8-17% de los pacientes con depresión presentan 
hipotiroidismo (Gold y cols., 1981; Prange, 1996), siendo subclínico en la mayoría de los casos. 
Además esta frecuencia aumenta en pacientes refractarios al tratamiento con fármacos 
antidepresivos (Howland, 1993; Gloger y cols., 1997). Por estos motivos, se recomienda examinar la 
función tiroidea de pacientes con desórdenes del estado de ánimo y tratar las disfunciones tiroideas 
subclínicas con HT. También se recomienda que los pacientes hipotiroideos con trastornos del 
estado de ánimo sigan terapias de reemplazo hormonal con criterios más estrictos que los pacientes 
sin patología psiquiátrica (Haggerty y Prange, 1995). 
En los pacientes con trastornos del estado de ánimo sin enfermedad tiroidea que responden al 
tratamiento con fármacos antidepresivos, el tratamiento adyuvante con HT (T3 o T4) se usa como 
acelerador de la respuesta (Prange y cols., 1969; Altshuler y cols., 2001). En los pacientes  
refractarios o que responden parcialmente al tratamiento con fármacos antidepresivos, el 
tratamiento con HT se utiliza como potenciador de las acciones de los antidepresivos (Joffe y 
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Singer, 1990; Aronson y cols., 1996). En regiones implicadas en la modulación del estado de ánimo, 
como la amígdala y el hipocampo, se han encontrado niveles elevados de TRs en el adulto 
(Puymirat y cols., 1991), lo que puede contribuir a explicar estas acciones de las HT en la depresión. 
La patogénesis de la depresión no se conoce en profundidad y parece ser multifactorial. 
Aunque los mecanismos subyacentes por los que el funcionamiento tiroideo participa en la 
modulación de la psicopatología del estado de ánimo y la ansiedad no son del todo conocidos, hay 
al menos dos hipótesis que pueden explicar las causas de la depresión y el mecanismo de acción de 
las HT en estos pacientes. Estas hipótesis no tienen por qué ser incompatibles y pueden ser 
complementarias. 
Por un lado, se ha postulado la importancia de la deficiencia de serotonina cerebral en la 
depresión (Prange y cols., 1974) y se ha estudiado la acción de la T3 en la modulación de la 
concentración de serotonina intracerebral (Kirkegaard y Faber, 1998). Se ha descrito que la 
serotonina intracerebral disminuye en el hipotiroidismo y aumenta en el hipertiroidismo (Singhal y 
cols., 1975; Sandrini y cols., 1996). En este caso, la administración de HT en pacientes depresivos 
produciría un aumento en la neurotransmisión serotoninérgica, ejerciendo un efecto antidepresivo. 
Por otro lado, se ha relacionado la depresión con la deficiencia cerebral de catecolaminas, 
especialmente norepinefrina (Schildkraut, 1965). Se ha propuesto que las HT pueden actuar 
modulando el número de receptores postsinápticos alfa y beta adrenérgicos (Whybrow y Prange, 
1981; Rozanov y Dratman, 1996). En el hipotiroidismo, la disminución de receptores adrenérgicos 
podría explicar la hipoactividad neuronal y los efectos anímicos asociados. En depresión, el efecto 
beneficioso del tratamiento coadyuvante con HT podría explicarse también por la activación de la 
neurotransmisión catecolaminérgica. 
En esta tesis además se aborda una tercera hipótesis: la posible influencia del estado tiroideo en 
el mantenimiento del estado de ánimo por la modulación de la neurogénesis en el giro dentado en el 
adulto. 
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2. LA FORMACIÓN DEL HIPOCAMPO 
La formación del hipocampo es una arquicorteza derivada del palio medial y forma parte de las 
alocortezas trilaminares. Está formada por el giro dentado (GD), el cuerno de Amón (CA) o 
hipocampo propiamente dicho y el subículo. Todas estas estructuras presentan una única capa de 
somas neuronales densamente empaquetados entre dos capas de células dispersas (Ramón y Cajal, 
1911). La corteza entorrinal adyacente es una periarquicorteza (mesocorteza) que recibe aferencias 
de las cortezas asociativas, parahipocampal y perirrinal. Además, la corteza entorrinal es la fuente de 
la mayoría de las aferencias que recibe la formación del hipocampo. La formación del hipocampo 
presenta una gran plasticidad estructural y funcional y está implicada en muchos procesos neurales, 
en particular el aprendizaje y la memoria.  
Esta tesis se centra en el estudio de las acciones de las HT en el GD y el hipocampo en la rata 
adulta. Como se ha descrito anteriormente, estas regiones son diana de HT durante el desarrollo, 
pero también en el adulto (Rami y cols., 1986a; Rami y cols., 1986b; Gould y cols., 1991; Madeira y 
cols., 1991; Madeira y cols., 1992).  
 
2.1 Anatomía del giro dentado en la rata adulta 
La capa celular principal del GD es la capa de células granulares. Las células granulares se 
disponen en una lámina intermedia cuyas dendritas apicales se orientan hacia la capa superficial 
(molecular) y sus axones hacia la capa más profunda (polimórfica o hilio). En la capa de células 
granulares se pueden distinguir una hoja dorsal o suprapiramidal y una ventral o infrapiramidal, con 
respecto a la situación de las neuronas piramidales (Figura 3). 
Las células granulares reciben aferencias de la corteza entorrinal o parahipocampal, que 
perforan el surco del hipocampo (vía perforante) y alcanzan las dendritas apicales en la capa 
molecular. Los axones de las células granulares abandonan el GD a través del hilio y de CA4 y se 
extienden hasta CA3 atravesando el estrato lúcido. Son axones altamente ramificados y se 
denominan fibras musgosas. Las fibras musgosas forman sinapsis complejas con las espinas 
especiales, largas y muy ramificadas de las células piramidales de CA3. 
En el borde interno de la capa granular también se localizan células en cesto. Estas células 
presentan un axón muy ramificado y confinado a la capa granular y son capaces de inhibir 
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simultáneamente un elevado número de células granulares. En la capa molecular y en el hilio 
también se encuentran varios subtipos de interneuronas GABAérgicas. 
 
2.2 Anatomía del hipocampo en la rata adulta 
La capa principal del hipocampo es la capa de células piramidales. Esta capa agrupa los somas 
de las neuronas piramidales excitatorias y se subdivide en 4 regiones: CA3 y CA1 son las más 
importantes, CA2 es más pequeña y se sitúa entre ellas y CA4 está incluida en el hilio del GD. Estas 
regiones presentan diferencias en el tamaño celular y el patrón de conectividad. Las neuronas de 
CA1 tienen somas más pequeños y están más empaquetadas. En CA1 y CA2, las neuronas 
piramidales carecen de las espinas dendríticas típicas de CA3 y de sus aferencias musgosas. Los 
otros estratos son el lacunosum-moleculare (continuación de la capa molecular de la corteza 
entorrinal), el radiatum (que aloja las dendritas apicales de las neuronas piramidales), el lucidum 
(sólo presente en CA3), el oriens (que contiene los axones de las neuronas piramidales) y el álveo, 
en el que se reunen los axones de las neuronas piramidales hacia la fimbria. 
Las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CA3 reciben las fibras musgosas y sus 
axones proyectan por un lado al álveo y por otro a las dendritas apicales de CA1 mediante las 
colaterales de Schaffer. Los axones de CA1 también se bifurcan y proyectan al álveo (hacia el 
hipotálamo) y al subículo. Las neuronas del subículo proyectan la información de vuelta a la corteza 
entorrinal, pero a neuronas de distintas capas de las que partió la vía perforante. 
En la capa piramidal y en el stratum oriens se encuentran la mayoría de las células en cesto y 
candelabro. Estas células son interneuronas inhibitorias GABAérgicas que están implicadas en la 
modulación de la actividad eferente en las neuronas piramidales. 
Las capas de células no piramidales del hipocampo contienen un número pequeño de 
neuronas. Estas neuronas tienen somas con diferentes morfologías y presentan distintos patrones 
de arborización dendrítica y axonal (Ramón y Cajal, 1905). 
 
2.3. Conexiones de la formación del hipocampo 
Las conexiones de la formación del hipocampo son principalmente unidireccionales y forman 
un bucle cerrado que se origina en la corteza entorrinal (Figura 3). Aunque la vía perforante es la 
aferencia principal a la formación del hipocampo, existe otra vía de entrada de información desde la 
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corteza entorrinal a través de la capa molecular del subículo, alcanzando las dendritas apicales de 
CA3. Una tercera vía de entrada de información (modulatoria) son las aferencias procedentes del 
septo, hipotálamo y tronco del encéfalo a través del fórnix que contacta con las dendritas basales de 
las neuronas piramidales de CA1. 
En la corteza entorrinal converge la información aferente, procedente de las cortezas 
asociativas orbitofrontal, insular y cingular, y la información que devuelve la formación del 
hipocampo. El hipocampo y el GD reciben también aferencias importantes de la amígdala, tálamo, 
septo, hipotálamo y núcleos monoaminérgicos del tronco del encéfalo a través de la corteza 
entorrinal. Además reciben aferencias comisurales del hipocampo contralateral.  
En este circuito simplificado, habría que incluir las sinapsis entre las células principales y las 
interneuronas inhibitorias y las sinapsis asociativas entre las células principales. 
 
 
Figura 3. La formación del hipocampo y sus conexiones. En pequeño, esquema de las diferentes 
regiones: CE, corteza entorrinal; GD, giro dentado; Hi, hilio; CA1-CA3, regiones del hipocampo; Sb, 
subículo. En grande, dibujo esquemático de la formación del hipocampo y sus principales proyecciones 
(Ramón y Cajal, 1901). Las flechas indican la direccionalidad de las conexiones. 
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2.4 Funciones de la formación del hipocampo 
2.4.1 Adquisición y consolidación de memorias 
El sistema nervioso puede modificar su estructura y su dinámica como consecuencia de la 
experiencia. La plasticidad neuronal consiste en la capacidad de las neuronas para modificar sus 
propiedades, así como sus patrones de conexiones con otras neuronas. El resultado de estos 
cambios es una adaptación del organismo al medio (Kolb, 1999). A nivel celular, la plasticidad es 
una modificación de las propiedades electrofisiológicas de la neurona. La sinapsis no es una 
estructura rígida sino que puede variar a causa de los patrones de actividad cerebral. En muchas 
sinapsis una actividad repetitiva puede conducir no sólo a una alteración de corto plazo, sino a 
modificaciones duraderas e incluso permanentes. El principal fenómeno asociado a estos cambios 
es la potenciación a largo plazo (LTP). La LTP se expresa como un aumento persistente de la 
transmisión sináptica tras estimular una vía aferente con pulsos de corriente eléctrica de alta 
frecuencia. La LTP se describió por primera vez en el hipocampo y se ha postulado que es la base 
del aprendizaje y la memoria (Bliss y Gardner-Medwin, 1973; Bliss y Collingridge, 1993). 
Se distinguen varios tipos de memoria. La memoria de trabajo es la capacidad de mantener y 
usar la información de forma transitoria. Hay además dos tipos de memoria a largo plazo. La 
memoria explícita o declarativa, que requiere el recuerdo consciente de hechos o eventos y la 
memoria implícita o no declarativa, que utiliza estrategias o habilidades inconscientes. Estos tipos 
de memoria residen en regiones diferentes del cerebro.  
Evidencias tanto experimentales como de pacientes con daños en la formación del hipocampo 
indican que esta región está implicada en la formación y consolidación de memorias explícitas 
(Scoville y Milner, 1957; Zola-Morgan y cols., 1994; Mishkin y cols., 1997), es decir, de la formación 
de memorias a largo plazo (Milner y cols., 1998). Esa información se transfiere después a la 
neocorteza, donde se almacena. La consolidación de la memoria parece producirse por un proceso 
de LTP en los terminales de la vía perforante en el GD y en las sinapsis de neuronas piramidales de 
CA3 con neuronas de CA1 (vía colateral de Schaffer). 
También se ha podido comprobar que el estado emocional y motivacional es decisivo para la 
consolidación de la memoria (Aggleton, 1993). Se ha observado que la LTP también puede verse 
influida por estos factores. En esta relación entre motivación y memoria pueden estar implicadas las 
interacciones entre la formación del hipocampo y la amígdala (ver siguiente apartado). 
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2.4.2 Mantenimiento del estado de ánimo 
La formación del hipocampo tiene un papel indirecto sobre las emociones a través de su 
relación con la amígdala. Ambas forman parte del sistema límbico, que engloba áreas del encéfalo 
relacionadas con la emoción y las vías que las interconectan. El sistema límbico, además de influir 
sobre la emoción, lo hace sobre funciones cognitivas, especialmente la memoria. 
La amígdala está implicada en la formación y consolidación de memorias emocionales y podría 
actuar como refuerzo de la adquisición y el almacenamiento de memorias en otras zonas del cerebro 
entre las que se incluyen el GD y el hipocampo (LeDoux, 1993; McGaugh y cols., 1996). 
La amígdala presenta numerosas conexiones recíprocas con otras estructuras límbicas y con la 
neocorteza (Maren, 1996). Las conexiones entre la amígdala y el hipocampo no son directas. La 
amígdala proyecta al septo y a la corteza entorrinal, que constituyen las principales aferencias 
colinérgica y glutamatérgica, respectivamente, al hipocampo (Brown y Zador, 1990). 
La formación del hipocampo es una región de elevada plasticidad y, aunque no debe ser la 
única responsable de los síntomas observados en la depresión, parece jugar un papel central en la 
enfermedad depresiva. Algunos estudios han encontrado reducciones significativas del volumen del 
hipocampo en pacientes con depresión en un rango entre el 8% y el 19% (Sheline y cols., 1996; 
Shah y cols., 1998; Sheline y cols., 1999; Bremner y cols., 2000), pero otros no (Axelson y cols., 
1993; Ashtari y cols., 1999; Vakili y cols., 2000). Estas discrepancias parecen deberse a diferencias 
metodológicas (resolución de la técnica utilizada, discriminación entre estructuras próximas como el 
hipocampo y la amígdala, heterogeneidad de los sujetos de la muestra y de las causas de la 
depresión). 
En algunos estudios con pacientes con depresión, la pérdida de volumen hipocampal parece 
tener un significado funcional. Se han relacionado la depresión y la atrofia hipocampal con 
alteraciones de la memoria verbal, que es una forma de memoria explícita (Sheline y cols., 1999). 
Por otro lado, se ha observado que la depresión afecta a la memoria explícita sin afectar 
generalmente a la memoria implícita (Roediger y McDermott, 1992; Bazin y cols., 1994), ni a la 
memoria de trabajo (Zakzanis y cols., 1998; Harmer y cols., 2002).  
También cambios del volumen del GD parecen tener consecuencias para las funciones 
cognitivas de la formación del hipocampo. En experimentos con roedores, el enriquecimiento del 
ambiente induce un aumento del volumen del GD que se acompaña de un mejor desarrollo de 
tareas de aprendizaje espacial (Kempermann y cols., 1997). 
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3. NEUROGÉNESIS EN EL CEREBRO ADULTO 
La neurogénesis o generación de nuevas neuronas comprende varios procesos: proliferación, 
migración, diferenciación, maduración y supervivencia celular. 
El SN tiene un poder de regeneración y reparación muy limitado en comparación con otros 
tejidos o sistemas. El dogma clásico determinaba que la neurogénesis se limitaba al desarrollo 
embrionario y postnatal temprano y que la población neuronal del individuo adulto no podía ser 
reemplazada (Ramón y Cajal, 1914). Aunque se habían detectado figuras mitóticas en el cerebro de 
animales adultos, siempre se relacionaron con la generación de células gliales. La heterogeneidad 
celular y la complejidad estructural del SNC parecían explicar la ausencia de recambio neuronal en el 
cerebro adulto. 
En la década de 1960, la introducción del uso de la timidina tritiada y las técnicas 
autorradiográficas permitieron la detección de células en fase de síntesis de ADN en tejido nervioso 
de animales adultos. Los trabajos pioneros de Altman indicaron la existencia de neurogénesis en el 
bulbo olfatorio, formación del hipocampo y neocorteza cerebral (Altman, 1962, 1963; Altman y 
Das, 1965; Altman, 1969). Estas observaciones fueron corroboradas más tarde por Kaplan, 
combinando la autorradiografía con la microscopía electrónica (Kaplan y Hinds, 1977; Kaplan, 
1985). Sin embargo, todos estos estudios fueron recibidos con gran escepticismo por la comunidad 
científica. 
El conocimiento de la neurogénesis en el adulto recibió un gran impulso con los estudios del 
grupo de Nottebohm sobre el recambio neuronal estacional en el centro vocal de los canarios 
(Goldman y Nottebohm, 1983; Paton y Nottebohm, 1984). Sin embargo, hubo que esperar hasta la 
década de 1990 para que empezara a derrumbarse el dogma clásico y se aceptara la existencia de 
neurogénesis en el cerebro de mamíferos adultos (Cameron y cols., 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 
1993; Luskin, 1993; Kuhn y cols., 1996), incluido el hombre (Eriksson y cols., 1998; Sanai y cols., 
2004). La introducción del uso de la bromodeoxiuridina (BrdU) fue determinante para estos 
descubrimientos. La BrdU es un análogo de la timidina que se incorpora al ADN de células en 
proliferación y puede detectarse por inmunohistoquímica. También fue relevante el uso de 
marcadores específicos de tipo celular para identificar el fenotipo de las células generadas de novo. 
Más recientemente, se han empezado a utilizar anticuerpos para detectar por inmunohistoquímica 
antígenos de proliferación endógenos, que marcan células en diferentes fases proliferativas del ciclo 
celular (Ki67, fosfohistona H3, PCNA). 
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El descubrimiento de la neurogénesis en el adulto representa un hito en la historia de la 
neurobiología que ha abierto nuevos campos de investigación. Aunque sigue siendo válida la 
afirmación de que las neuronas maduras han perdido la capacidad de dividirse, se ha constatado que 
en el cerebro adulto persisten poblaciones de células madre o precursores neurales con capacidad 
para proliferar y generar neuronas y células gliales. 
 
3.1 Zonas neurogénicas en el cerebro de la rata adulta 
La presencia de células madre o precursores neurales se ha descrito en varias zonas del cerebro 
maduro, incluyendo el estriado, la neocorteza y el cuerpo calloso (Palmer y cols., 1995) e incluso en 
la médula espinal (Weiss y cols., 1996). Sin embargo, en el cerebro adulto, la presencia de células 
madre con linaje neuronal se restringe a dos zonas concretas: la zona subventricular (ZSV) 
adyacente a los ventrículos laterales, y la zona subgranular (ZSG) del GD de la formación del 
hipocampo (Figuras 4 y 5; Alvarez-Buylla y Lim, 2004). En otras zonas, las células madre sólo 
generan células gliales, aunque in vitro y en un entorno neurogénico también son capaces de generar 
neuronas (Herrera y cols., 1999; Shihabuddin y cols., 2000). Esto indica que el ambiente local es 
muy importante en la determinación del destino de los precursores neurales (Suhonen y cols., 1996). 
 
3.1.2 La zona subventricular de los ventrículos laterales 
Los precursores generados en la ZSV migran varios milímetros tangencialmente hacia el bulbo 
olfatorio por una vía restringida llamada camino migrador rostral (CMR). Una vez en el bulbo, los 
neuroblastos migran radialmente hacia las capas granular y periglomerular, donde se diferencian a 
neuronas GABAérgicas granulares y periglomerulares (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Winner y cols., 
2002). Se ha descrito que el CMR está constituido por gliotubos formados por astrocitos que 
recubren a los neuroblastos en su camino hacia el bulbo olfatorio. Se ha postulado que el gliotubo 
provee de información direccional y genera un microambiente que favorece la migración (Alvarez-
Buylla y García-Verdugo, 2002).  
También se ha sugerido que la ZSV podría ser la fuente de nuevas neuronas para la neocorteza 
(Gould y cols., 1999a), pero esta posibilidad ha generado gran controversia (Kornack y Rakic, 2001) 
y son necesarios más estudios para corroborarla. En la ZSV también se originan células gliales 
destinadas a diferentes regiones del cerebro. 
Introducción      18 
Estudios in vitro han revelado la existencia de células madre neurales en la ZSV (Morshead y 
cols., 1994). Los cultivos realizados con tejido de esta región dan lugar a agregados celulares 
denominados neurosferas. Algunas de las células que componen las neurosferas presentan las 
características de autorenovación (son capaces de volver a generar neurosferas en sucesivos pases) y 
de pluripotencialidad (generan neuronas, astrocitos y oligodendrocitos). 
 
 
 
Figura 4. Esquema de la organización celular 
en la zona subventricular. Se representa un 
grupo típico de células A (migradoras) rodeadas de 
células B (astrocitos células madre) y cercanas a las 
células C (progenitores intermedios). En gris, 
ependimocitos. ZSV, zona subventricular: VL, 
ventrículo lateral. Alvarez-Buylla y García-Verdugo, 
2002. 
 
En la ZSV, se ha descrito que las células madre generadoras de los precursores neuronales 
tienen características de astrocitos (Doetsch y cols., 1999). Aunque esta hipótesis cuenta con 
multitud de evidencias experimentales, hay investigadores que sostienen que las células del 
epéndimo ventricular serían las células madre de la ZSV (Johansson y cols., 1999). Según el modelo 
astrocítico (Doetsch y cols., 1997; Figura 4), las células madre con características de astrocitos 
(células B) se dividen ocasionalmente y de forma asimétrica, generando una célula madre y un 
precursor intermedio o célula C. Los precursores intermedios tienen una elevada actividad mitótica, 
amplificando así su población. Estas células dan lugar a los neuroblastos migradores (células A), que 
también tienen actividad mitogénica y se organizan en cadenas para recorrer el CMR hasta el bulbo 
olfatorio. 
 
3.1.3 La zona subgranular del giro dentado 
En la ZSG se generan neuroblastos que migran tan sólo unas micras hasta integrarse en la capa 
granular del GD donde extienden procesos y se diferencian a neuronas granulares (Christie y 
Cameron, 2006; Figura 5). En esta región, a diferencia de la ZSV, se producen muy pocas células 
gliales (Cameron y cols., 1993). La tasa neurogénica de la ZSG, aunque importante para esta región, 
es menor que en la ZSV. 
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Estudios in vitro han demostrado que a partir de tejido hipocampal adulto se pueden generar 
neurosferas con características de autorenovación y pluripotencialidad similares a las de la ZSV 
(Gage y cols., 1995). 
 
 
Figura 5. Esquema de la organización celular en la zona subgranular del giro dentado. Los astrocitos 
(A) generan y rodean a los progenitores intermedios (células D), que dan lugar a las células granulares (G). 
Seri y cols., 2004. 
 
En la ZSG se ha determinado que las células madre generadoras de los precursores neuronales 
también tienen características de astrocitos (Seri y cols., 2001). Estos astrocitos dan lugar a las 
neuronas granulares a través de una serie de precursores intermedios de complejidad morfológica 
creciente (células D). El astrocito genera por división asimétrica otro astrocito y una célula D1. La 
célula D1 es un precursor intermedio sin procesos y con capacidad mitogénica, que genera dos 
células D2. Las células D2 son postmitóticas y  al ir extendiendo sus procesos, dan lugar a las células 
D3. Estas células presentan características de neuronas inmaduras y tras su maduración dan lugar a 
las neuronas granulares del GD (Seri y cols., 2004; Figura 5). En la ZSG, los precursores neuronales 
se encuentran agrupados en unidades proliferativas, en las que los procesos del astrocito rodean a 
las células D formando un nido (Figura 5). Así, la célula madre aísla a las células D del hilio y, 
probablemente, intercambia con ellas señales necesarias para su diferenciación y maduración (Seri y 
cols., 2004). Los neuroblastos y las neuronas inmaduras del GD adulto expresan la proteína 
doblecortina (DCX; Nacher y cols., 2001). Esta proteína del citoesqueleto también se expresa por 
neuroblastos y neuronas inmaduras en distintas regiones cerebrales durante el desarrollo (Gleeson y 
cols., 1999). 
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De las miles de nuevas células que se generan cada día en la ZSG (~9000; Cameron y McKay, 
2001), una gran parte muere en poco tiempo. Se ha estimado que en condiciones normales 
alrededor del 50% de las nuevas células generadas mueren durante el primer mes y parece que 
después la tasa de muerte se reduce considerablemente (Dayer y cols., 2003). Probablemente, al final 
sólo sobreviven aquellas células capaces de establecer contactos sinápticos funcionales con otras 
neuronas, al igual que ocurre durante el desarrollo (Burek y Oppenheim, 1996). 
 
3.2 Factores moduladores de la neurogénesis en el adulto 
Los mecanismos que controlan la proliferación de los progenitores neurales no se conocen en 
profundidad, pero se ha observado que pueden estar influidos por diversos factores circulantes, 
incluyendo ciertas hormonas. Los esteroides adrenales reducen de forma natural la producción de 
nuevas neuronas en el GD (Cameron y Gould, 1994) probablemente activando receptores de tipo 
NMDA (Cameron y cols., 1998), mientras que la adrenalectomía aumenta la proliferación en el GD 
(Montaron y cols., 1999). Los estrógenos sin embargo aumentan la proliferación en el GD y la 
ovariectomía reduce la proliferación en esta región y aumenta la muerte celular (Tanapat y cols., 
1999). Además, estos factores pueden influir de forma diferente en la capacidad proliferativa de las 
dos zonas neurogénicas. Por ejemplo, la prolactina no tiene efectos sobre la neurogénesis en el GD 
pero estimula la producción de progenitores en la ZSV (Shingo y cols., 2003). 
Los factores de crecimiento, en general, estimulan la proliferación. FGF-2 y EGF tienen 
efectos característicos sobre los progenitores de la ZSV y del GD (Craig y cols., 1996; Jin y cols., 
2002). BDNF es necesario para la neurogénesis en el GD (Lee y cols., 2002) y la administración de 
IGF-1 promueve la neurogénesis en esta región (Aberg y cols., 2000). 
La neurogénesis también se modula por diferentes neurotransmisores. El glutamato, actuando 
a través de los receptores de tipo NMDA, reduce la neurogénesis en el GD (Cameron y cols., 1995; 
Cameron y cols., 1998), mientras que la serotonina la aumenta tanto en GD como en la ZSV 
(Brezun y Daszuta, 1999). La norepinefrina tiene efectos diferenciales en ambas regiones: en el GD 
su déficit reduce la proliferación sin afectar a la diferenciación ni a la supervivencia celular (Kulkarni 
y cols., 2002), mientras que en la ZSV el bloqueo de sus receptores α2 no altera la proliferación pero 
aumenta la supervivencia neuronal en el bulbo olfatorio (Bauer y cols., 2003). 
La neurogénesis, además de estar modulada por factores internos, lo está por factores externos. 
La exposición a factores ambientales como el enriquecimiento del ambiente y el ejercicio voluntario 
estimulan la neurogénesis en el GD (Brown y cols., 2003a). También el entrenamiento específico 
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con tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo aumenta la supervivencia de las nuevas 
neuronas en el GD (Gould y cols., 1999b). Por otro lado, las situaciones de estrés, que se sabe 
aumentan los niveles de glucocorticoides circulantes, disminuyen la tasa de neurogénesis en el GD 
(Pham y cols., 2003). 
La administración de diferentes drogas de abuso como los opiáceos, la nicotina o el etanol, 
también disminuye la neurogénesis en el GD (Eisch y cols., 2000; Abrous y cols., 2002; Herrera y 
cols., 2003). 
 
3.3 Funciones de la neurogénesis en el cerebro adulto 
Estudios recientes indican que las neuronas generadas de novo en las zonas neurogénicas adultas 
se incorporan en circuitos neuronales y maduran como neuronas funcionales (van Praag y cols., 
2002; Carleton y cols., 2003). Algunas de las neuronas generadas de novo sobreviven durante tiempos 
largos tanto en el bulbo olfatorio como en el GD (Winner y cols., 2002; Kempermann y cols., 
2003). Todo esto indica que la neurogénesis en el cerebro adulto debe tener un significado funcional 
(Kempermann y cols., 2004). 
Se piensa que la generación de nuevas neuronas en el bulbo olfatorio podría relacionarse 
funcionalmente con la discriminación de olores. La actividad olfativa regula la neurogénesis en esta 
zona (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Rochefort y cols., 2002). También se ha postulado que el 
aumento en el número de neuronas olfatorias, debido al aumento de los niveles de estrógenos y 
prolactina asociados al ciclo estral y la preñez, puede estar implicado en la necesidad de preparar el 
sentido del olfato para la discriminación de las crías (Tanapat y cols., 1999; Shingo y cols., 2003). En 
el hombre, aunque se ha descrito la existencia de progenitores en la ZSV, hasta el momento no se 
ha identificado un camino migrador (Sanai y cols., 2004; Quiñones-Hinojosa y cols., 2006), por lo 
que la neurogénesis en esta región puede no tener el mismo significado funcional que en roedores. 
Estudios con animales de experimentación han relacionado funcionalmente la generación de 
nuevas neuronas en el GD con ciertas formas de aprendizaje asociativo dependientes de la 
formación del hipocampo. Se ha descrito que el aprendizaje de una tarea de condicionamiento del 
parpadeo con un paradigma de traza (que depende de la función hipocampal) se ve impedido por la 
reducción de la neurogénesis tras el tratamiento con un agente citostático (Shors y cols., 2002). 
También se ha determinado que factores neuroendocrinos que modulan la neurogénesis en el GD, 
como los glucocorticoides y los estrógenos, así como las experiencias estresantes y el ejercicio físico 
modifican el aprendizaje espacial dependiente del hipocampo (Luine y cols., 1994; Bodnoff y cols., 
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1995; Luine y cols., 1998; van Praag y cols., 1999). Se ha propuesto que las nuevas neuronas 
permitirían al hipocampo optimizar las conexiones entre el GD y CA3 de manera dependiente de la 
actividad y la experiencia (Kempermann, 2002). Esto permitiría al sistema desenvolverse de una 
manera adecuada y eficiente ante las novedades y la complejidad que se encuentra el individuo cada 
día. 
En el GD humano también se ha descrito neurogénesis (Eriksson y cols., 1998). Como se 
explicó más arriba, la formación del hipocampo contribuye al menos a algunos de los síntomas de la 
depresión, ya sea directamente o a través de sus aferencias a otras regiones cerebrales relacionadas 
con el estado de ánimo (Manji y cols., 2001). Se ha propuesto que la atrofia hipocampal que se 
observa en pacientes con depresión se puede deber a la muerte o atrofia de neuronas preexistentes 
en esta región. Recientemente algunas teorías apuntan a que fallos en la neurogénesis adulta en el 
GD pueden ser parcialmente responsables de los trastornos depresivos (Santarelli y cols., 2003; 
Duman, 2004). Es bien conocido que es necesaria la administración crónica de los fármacos 
antidepresivos para conseguir un efecto terapéutico sobre la depresión. Se ha observado que el 
tratamiento crónico con estos fármacos, pero no el tratamiento agudo, aumenta la proliferación en 
el hipocampo adulto (Malberg y cols., 2000; Nakagawa y cols., 2002; Santarelli y cols., 2003). Por 
ello se piensa que el tiempo que tardan en ser eficaces los antidepresivos puede estar muy 
relacionado con el tiempo necesario para estimular la generación y maduración de nuevas neuronas 
en el GD. Además, el bloqueo de la neurogénesis inducida por los antidepresivos bloquea la 
respuesta conductual de estos fármacos (Santarelli y cols., 2003). Parece que la reducción de la 
proliferación celular y de la neurogénesis en el GD puede estar implicada en la patofisiología de la 
depresión y que revertir o prevenir la reducción de la neurogénesis puede ser un mecanismo de 
acción común de los distintos fármacos antidepresivos (Duman y cols., 2001; Kempermann y 
Kronenberg, 2003; Malberg, 2004). 
Por último, se ha descrito que diferentes situaciones patológicas, como la isquemia o lesiones 
cerebrales, son capaces de estimular la generación de nuevas neuronas en el cerebro adulto en 
regiones distintas del bulbo olfatorio y del GD (Gould y Tanapat, 1997; Magavi y cols., 2000; 
Arvidsson y cols., 2002; Nakatomi y cols., 2002; Teramoto y cols., 2003), actuando quizás como un 
mecanismo reparador.  
Por todo lo anterior, el conocimiento de los mecanismos de activación y modulación de la 
neurogénesis endógena es fundamental para el diseño de futuras terapias encaminadas a combatir 
los daños cerebrales y las enfermedades neurodegenerativas por movilización de células madre o 
progenitores endógenos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Se utilizaron ratas Wistar macho adultas proporcionadas por el animalario del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas, que se estabularon en grupos de 3 por jaula. Los animales se 
mantuvieron en habitaciones con temperatura controlada (22-24ºC) y con ciclos alternativos de 12h 
de luz y 12h de oscuridad. Los animales se sometieron a control veterinario siguiendo las normas de 
la Unión Europea (86/609/EEC) según procedimientos aprobados por el comité ético de la 
institución. 
Se utilizaron animales eutiroideos (E), hipotiroideos (H) e hipotiroideos tratados crónicamente 
con T3 y T4 como terapia de reemplazo hormonal (R). Los diferentes estudios se realizaron a 
diferentes edades adultas (días postnatales P95, P120, P140 y P150; Figura 6). También se utilizaron 
animales hipotiroideos con tratamiento hormonal agudo (I y W; Figura 7). 
 
 
 
Figura 6. Grupos experimentales: hipotiroideos (H), con reemplazo hormonal (R) y eutiroideos (E). 
El periodo eutiroideo de todos los animales se representa en verde, el hipotiroideo en naranja y el 
tratamiento de reemplazo hormonal en azul. Las flechas negras pequeñas indican las inyecciones de BrdU. 
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1.1 Hipotiroidismo 
La inducción del hipotiroidismo en el adulto se realizó a P75 en todos los animales mediante 
tiroidectomía quirúrgica. Los animales eutiroideos sufrieron una intervención simulada. Todas las 
ratas tiroidectomizadas se alimentaron con una dieta baja en yodo desde el día de la intervención 
(Martínez-Galán y cols., 1997). Este protocolo produce una disminución en las concentraciones de 
T4 y T3, que alcanzan niveles mínimos aproximadamente 2 semanas después de la operación 
(Obregón y cols., 1981). Además, la tiroidectomía detiene el crecimiento del animal, por lo que la 
variación del peso es un buen índice de su estado tiroideo. Por ello todos los animales se pesaron 2-
3 veces por semana desde el día de la tiroidectomía hasta el día del sacrificio. 
La tiroidectomía se realizó bajo una lente de aumento para visualizar con claridad todas las 
estructuras, según el método descrito por Zarrow y cols. (1964) con algunas modificaciones. Tras 
anestesiar al animal con una mezcla de ketamina (5 mg / 100 g peso corporal; Ketolar, Pfizer) y 
medetomidina (0,01 mg / 100 g peso corporal; Domtor, Pfizer) por inyección i.p., se afeitó y trató 
con antiséptico  la zona ventral del pescuezo (clorhexidina al 0,5% en etanol 70%, Hibimax, 
AstraZeneca). Después se realizó una incisión a lo largo de la tráquea y se separaron los músculos a 
su alrededor. La glándula tiroidea consta de dos lóbulos situados a ambos lados de la parte medial 
de la tráquea. En las porciones posteriores de los lóbulos tiroideos se encuentran alojadas las 
glándulas paratiroides recubiertas de tejido conectivo. Estas estructuras son amarillentas y se 
distinguen del tejido tiroideo circundante que es más rojizo. Las paratiroides producen la hormona 
paratiroidea que interviene en la regulación de los niveles sanguíneos de calcio. Para evitar 
problemas relacionados con el metabolismo del calcio, antes de extirpar los lóbulos tiroideos se 
extrajeron las paratiroides y se colocaron en el músculo cercano donde siguen siendo funcionales. 
Cada  lóbulo tiroideo se disecó tirando de abajo arriba con unas pinzas quirúrgicas estériles. La 
eventual hemorragia se contuvo utilizando pequeñas bolas de algodón.  
Con el fin de evitar problemas respiratorios e incluso la muerte del animal, se extremaron las 
precauciones para no dañar el nervio recurrente. Una vez terminada la tiroidectomía, se cosió la 
incisión con hilo de seda trenzada 3/0 (Suturas Aragó) y se devolvió el animal a su jaula, vigilando 
su estado hasta después de despertar de la anestesia. 
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1.2 Tratamiento con hormonas tiroideas 
1.2.1 Tratamiento crónico 
El tratamiento de reemplazo hormonal (grupos P120R y P140R; Figura 6) se basó en estudios 
previos (Escobar-Morreale y cols., 1996) con algunas modificaciones y consistió en la 
administración de una mezcla fisiológica de T4 y T3 en el agua de bebida (0,18 µg T4/ml y 0,03 µg 
T3/ml; Sigma). La solución se preparó diariamente en agua destilada con 0,01% de seroalbúmina 
bovina (BSA; Sigma) para evitar la degradación de las hormonas. La concentración hormonal en el 
agua de bebida se calculó en base al volumen ingerido por los animales, para dispensar 2,4 µg T4 y 
0,4 µg T3 por 100 g de peso corporal por día. Desde el inicio de este tratamiento las ratas se 
alimentaron con pienso normal. 
1.2.2 Tratamientos agudos 
El grupo P120W (n=8) recibió la mezcla hormonal en el agua de bebida a la misma dosis que 
en el tratamiento crónico, pero administrada 48h antes de la prueba de nado forzado (ver apartado 
7), es decir, 24h antes de la sesión de entrenamiento (Figura 7). 
El grupo P120I (n=9) recibió 10 veces la dosis utilizada en el tratamiento crónico en una única 
inyección i.p. (24 µg T4 y 4 µg T3 por cada 100 g de peso corporal). Esta inyección se administró a 
cada animal 24h antes de realizar la prueba de nado forzado, justo después de la sesión de 
entrenamiento para la prueba (Figura 7). Para poder comparar los resultados de las pruebas de nado 
forzado de todas las condiciones estudiadas, y teniendo en cuenta la influencia del posible estrés 
provocado por la inyección en el comportamiento, el resto de grupos experimentales (P120W, 
P120E y P120H), recibieron una única inyección de salino justo después del entrenamiento. 
 
 
Figura 7. Grupos experimentales con tratamiento agudo de HT. El periodo eutiroideo de todos los 
animales se representa en verde, el hipotiroideo en naranja y el tratamiento con HT en azul. La flecha negra 
indica la inyección de T4+T3 y las grises las inyecciones de salino. 
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1.3 Inyecciones de BrdU  
El compuesto 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) es un análogo de la timidina, que se incorpora 
en el ADN de células en proliferación cuando se encuentran en la fase S del ciclo celular. La BrdU 
puede ser detectada por inmunohistoquímica utilizando anticuerpos específicos. 
 
1.3.1 Estudios de proliferación celular 
Para analizar las células en proliferación en la ZSG del GD los animales recibieron 4 
inyecciones i.p. de 40 mg de BrdU (Sigma) por kg de peso corporal cada 2h y fueron sacrificados 
24h después de la primera inyección (Kuhn y cols., 1996; Malberg y cols., 2000; Doetsch y cols., 
2002; Reif y cols., 2004). Este protocolo se realizó en los grupos P95E (n=4), P95H (n=4), P120E 
(n=4), P120H (n=5) y P120R (n=5). 
En las células proliferativas de la ZSG la fase S del ciclo celular dura alrededor de 8h y el ciclo 
entero 25h (Cameron y McKay, 2001). Con este protocolo de administración de BrdU, las células 
inmunopositivas serán aquellas que hayan entrado en fase S durante las 8h en las que hay 
disponibilidad de BrdU. De esta manera sólo una pequeña proporción de células postmitóticas 
podrán ser inmunopositivas para BrdU. 
Para evitar la influencia del estrés generado en las pruebas de comportamiento sobre la 
capacidad proliferativa del GD (Pham y cols., 2005), los animales sometidos a pruebas de 
comportamiento recibieron las inyecciones de BrdU 3d después de la realización de la última 
prueba. 
Los resultados de estos estudios de proliferación se corroboraron utilizando técnicas 
inmunohistoquímicas para visualizar la expresión del antígeno de proliferación celular Ki67 (ver 
apartado ‘Inmunohistoquímica’). 
 
1.3.2 Estudios de superviviencia de las células generadas de novo 
Para analizar la supervivencia de las células generadas en la ZSG se utilizaron dos protocolos 
diferentes de administración de BrdU (Figura 6). 
Protocolo 1: Animales de los grupos E (n=4) y H (n=5) recibieron 4 inyecciones i.p. de  
40 mg de BrdU por kg de peso corporal cada 2h a P120 y se sacrificaron 30d más tarde (P150). Este 
protocolo es igual al utilizado para cuantificar la proliferación, pero con un tiempo de supervivencia 
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largo. Esto permite comparar los datos de supervivencia obtenidos en estos estudios con los datos 
de proliferación. 
Protocolo 2: Animales de los grupos E (n=3), H (n=3) y R (n=4) recibieron 6 inyecciones i.p. 
de 40 mg/kg de peso corporal de BrdU cada 12h entre las edades P118 y P120, y se sacrificaron 20 
días después de la última inyección (P140). Este protocolo marca una población mayor de células en 
proliferación, por lo que tiene mayor sensibilidad y puede revelar diferencias que podrían pasar 
inadvertidas con el protocolo anterior. 
 
1.4 Sacrificio de los animales y obtención del tejido 
Los animales se anestesiaron igual que para la tiroidectomía quirúrgica. En estado de anestesia 
profunda, se practicó una incisión a lo largo de todo el abdomen y se apartaron los intestinos con 
objeto de visualizar la arteria aorta abdominal y su bifurcación en las ilíacas. Utilizando una aguja 
con heparina al 0,17% (Sigma) se extrajeron 2 ml de sangre de esta arteria que posteriormente se 
clampó para evitar hemorragias. La sangre heparinizada se centrifugó y el plasma obtenido como 
sobrenadante se congeló. También se extrajo tejido hepático que se congeló en nieve carbónica 
inmediatamente después de su extracción. Tanto el plasma como el hígado se utilizaron para las 
determinaciones hormonales y éste último además para los ensayos de northern blot (ver apartado 
2.3). Tras abrir la caja torácica, el animal se perfundió vía aorta ascendente utilizando diferentes 
fijadores según el procesamiento posterior del tejido. Para los estudios inmunohistoquímicos se 
utilizó como fijador paraformaldehído (Merck) al 4% tamponado en tampón fosfato (PB) 0,1M, pH  
7,4. Para los análisis con microscopía electrónica primero se perfundió al animal con 50 ml de 
solución salina (NaCl 0,9%) y después con una solución fijadora de paraformaldehído al 2% y 
glutaraldehído (EMS) al 2% tamponada en PB 0,1M pH 7,4. 
Tras la perfusión, los animales se decapitaron y los cerebros extraídos se postfijaron por 
inmersión en el mismo fijador durante 24h a 4ºC. Posteriormente los cerebros se lavaron en PB 
0,1M y se almacenaron en PB 0,1M con azida sódica al 0,05% (PB-azida) a 4ºC. 
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2. ANÁLISIS BIOQUÍMICOS 
2.1 Determinación de las concentraciones de hormonas tiroideas 
Esta parte del estudio se realizó en colaboración con el grupo de los Prof. Gabriela Morreale 
de Escobar y Francisco Escobar del Rey, del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 
 
2.1.1 Síntesis de T4 y T3 marcadas radiactivamente 
Las HT radiactivas se sintetizaron en el laboratorio de los Prof. Morreale y Escobar, pues son 
necesarias hormonas radiactivas de muy alta actividad específica (3000-1500 µCi/µg) para los 
ensayos posteriores de radioinmunoanálisis (RIA) y como trazadores para cuantificar la 
recuperación de HT en el proceso de extracción. Se utilizó [125I] para el marcaje de T3 y T4 para el 
RIA. Para usar HT como trazadores durante la extracción y poder distinguirlas, la T3 se marcó con 
[125I] y la T4 con [131I]. 
La T4 marcada se sintetizó a partir de T3 y la T3 a partir de 3,5-T2, siguiendo el método 
descrito por Weeke y Orskov (1973). El yoduro radiactivo utilizado se oxidó a yodo naciente 
mediante cloramina T y se incorporó en posición 5’ ó 3’ del grupo fenilo del sustrato. Los 
productos del marcaje se separaron por cromatografía de exclusión según la modificación de Kjeld 
y cols. (1975) utilizando columnas de Sephadex G-25 fine (Roche). 
2.1.2 Extracción de hormonas tiroideas de plasma e hígado 
En todos los animales estudiados se realizaron medidas de las concentraciones de T3 y T4 en 
plasma e hígado. 
En el proceso de extracción y purificación de HT se eliminaron lípidos y proteínas ya que 
pueden interferir con el RIA. En este proceso se utilizó el método de Gordon y cols. (1982), 
sustancialmente modificado (Morreale de Escobar y cols., 1985). Las muestras se homogenizaron 
añadiendo 10 volúmenes de metanol. Después se añadieron 2000 cpm de [131I]-T4 y [125I]-T3 como 
trazadores internos de la recuperación de cada yodotironina en cada muestra. Las HT se extrajeron 
en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1) y se pasaron a una fase acuosa añadiendo 0,25 
volúmenes de Cl2Ca al 0,005%. Los extractos obtenidos se purificaron por cromatografía de 
intercambio iónico en columnas de resina Dowex. Las HT se recogieron por elución con ácido 
acético al 70%. La radiactividad de la fracción resultante se cuantificó con un contador gamma para 
calcular la recuperación individual de cada hormona en cada una de las muestras analizadas. El 
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eluído se concentró por evaporación a sequedad y se resuspendió en tampón de RIA (PB 0,04M pH 
8 con BSA al 0,2 % y mertiolato 0,6 mM). Este extracto se guardó congelado hasta su análisis 
posterior mediante RIA. 
2.1.3 Determinación de T3 y T4 en extractos de plasma e hígado (RIA) 
Para los RIA de T3 y T4 se utilizó el método de Weeke y Orskov (1975) modificado para 
tejido de rata (Obregón y cols., 1978; Morreale de Escobar y cols., 1985; Morreale de Escobar y 
cols., 1994), usando anticuerpos específicos (Ruiz de Oña y cols., 1991).  
Cada muestra se ensayó por duplicado y a dos diluciones diferentes, añadiendo a cada ensayo 
100 µl de tampón de RIA con 6000 cpm de [125I]-T4 ó [125I]-T3 y 100 µl del antisuero específico (en 
una dilución 1/300000 para T4 y 1/150000 para T3). Después de 12-24h de incubación, se 
añadieron 1,5 ml de tampón de RIA con 90 mg de polietilenglicol 6000 y 45 µl de suero bovino. Las 
muestras se precipitaron por centrifugación y se contó la radiactividad del precipitado. 
Se prepararon curvas patrón de T4 y T3. La curva patrón del RIA de T4 cubrió el rango de 2,5 
a 320 pg, siendo el límite de detección de 2,5 pg/tubo. La curva patrón del RIA de T3 cubrió el 
rango de 1,5 a 100 pg, siendo el límite de detección de 1,5 pg/tubo.  
Las concentraciones de cada hormona en la muestra inicial se calcularon teniendo en cuenta el 
peso de la muestra original homogeneizada, la recuperación de los trazadores durante el proceso de 
extracción y el volumen de cada alícuota, y se expresaron en ng por ml de plasma o en ng por mg de 
tejido. 
 
2.2 Determinación de la concentración de corticosterona en plasma  
Para medir los niveles de corticosterona plasmática se utilizó un kit comercial de RIA en fase 
sólida (Coat-A-Count, Diagnostics Products Corporation), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Este kit contiene tubos de propileno con anticuerpos anti-corticosterona adheridos en 
las paredes interiores en una concentración constante. En estos tubos se incubaron 50 µl del plasma 
y 1 ml de [125I]-corticosterona (proporcionada también por el kit comercial) durante 2h. Tras 
decantar todo el líquido de la columna, se midió la radiación emitida por la fracción de 
corticosterona marcada unida a los anticuerpos en un contador gamma. La concentración de 
corticosterona en la muestra se obtuvo según una curva de calibración que se calculó por la 
competición de la corticosterona marcada radiactivamente con cantidades conocidas de 
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corticosterona fría. Cada muestra se ensayó por duplicado. Este kit tiene una sensibilidad de 5,9 
ng/ml. Esta determinación de corticosterona se realizó en animales de los grupos P120E (n=4), 
P120H (n=4) y P120R (n=5).  
 
2.3 Análisis del ARN mensajero de desyodasa 1 en hígado (northern blot) 
La expresión de la enzima desyodasa 1 (D1) varía con el estado tiroideo. Así, para disponer de 
un método alternativo y complementario de caracterización del estado tiroideo de los animales, se 
analizó la expresión del ARN mensajero (ARNm) de D1 en tejido hepático de varias muestras de 
cada grupo experimental (P120 E, H y R). El tejido se disecó antes de la perfusión y se conservó 
congelado a -80ºC (ver apartado 1.4). El ARN total se aisló utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) 
según las instrucciones del fabricante, se cuantificó espectrofotométricamente a 260nm y se guardó 
a -80ºC hasta su uso. 
Se utilizaron 10 µg de ARN total que se fraccionaron en geles de formaldehído-agarosa y se 
transfirieron a membranas de nailon (Nytran, Schleicher & Schuell) usando técnicas estandarizadas 
(Sambrook y cols., 1989). 
El ARNm de D1 se detectó con una ribosonda complementaria específica que consta de 329 
pares de bases, abarcando desde el nucleótido 601 al 929 del ADN complementario de la D1 de rata 
(Acc N X57999). Esta sonda se marcó radiactivamente con 32P-desoxi-CTP utilizando el kit 
rediprime II (Amersham Pharmacia Biotech), según las instrucciones del fabricante. 
La sonda se incubó con las membranas a 65ºC durante 18h en solución de hibridación (7% 
SDS, 79mM NaH2PO4, 170mM Na2HPO4) a una concentración de 11 x 106 cpm/ml. Después de la 
hibridación y los lavados, la membrana se expuso a una película autorradiográfica durante 12h a  
-80ºC. 
El tamaño de la banda específica para D1 se obtuvo por una línea de regresión utilizando una 
representación semilogarítmica de los tamaños del patrón de pesos moleculares frente a la distancia 
migrada en el gel de electroforesis. Para llevar un control de carga del ARN, se lavó la sonda de D1 
de las membranas y éstas se rehibridaron con una sonda específica del ARN ribosómico de 18S. Las 
autorradiografías se escanearon y la densidad óptica de cada banda se cuantificó con el programa 
Scion Image (Scion Corporation). 
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3. INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOFLUORESCENCIA 
3.1 Obtención del tejido 
El cerebro fijado (ver apartado 1.4) se cortó en secciones coronales de 50 µm de grosor, 
utilizando un vibratomo (VT-1000S, Leica). Las secciones se recogieron en PB-azida y se 
almacenaron a 4ºC. El hipocampo dorsal (de -2.5 a -4.5 mm desde bregma) se cortó seriado en 6 
tubos. Para estudiar la distribución y el número de las células inmunopositivas para cada anticuerpo 
utilizado se utilizó una serie completa de secciones de cada animal. Para los estudios con la tinción 
histológica de Nissl (ver apartado 5) se utilizó una de las series de una muestra representativa de 
cada grupo experimental. 
 
3.2 Procedimiento 
El protocolo se realizó en flotación en placas (Nunc o Falcon) de 6 o 24 pocillos (para lavados 
o incubaciones con anticuerpos, respectivamente). Todo el proceso se llevó a cabo a temperatura 
ambiente y con agitación, excepto cuando se especifican otras condiciones. Todas las muestras para 
un mismo experimento se procesaron simultáneamente para minimizar las variaciones de 
inmunotinción.  
Como primer paso, en todos los casos las secciones se lavaron 5x5 min en PBS (tampón 
fosfato salino: tampón fosfato 0,05 M conteniendo NaCl al 0,9%, pH 7,4). 
3.2.1 Inmunohistoquímica 
Las peroxidasas endógenas se bloquearon 15 min con metanol al 10% y H2O2 al 3% en PBS. 
Después de lavar esta solución, las secciones de tejido se incubaron durante 2h en la solución de 
bloqueo (4% BSA y 0,1% tritón X-100 en PBS con 5% de suero y 0,1M lisina). Posteriormente se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario (diluido en PBS con 4% BSA, 
0,1% tritón y 1% de suero) y al día siguiente con el secundario biotinilado (diluido en PBS con 4% 
BSA, 0,1% tritón y 5% de suero) durante 1h. Después de los lavados, las secciones se incubaron 
con avidina-biotina-peroxidasa (ABC Elite kit, Vector) en PBS con 0,1% tritón durante 1h. El 
revelado del color se desarrolló por incubación en PBS con H2O2 al 0,01% y diaminobenzidina 
(Sigma) 0,5mg/ml, durante un tiempo variable en función del anticuerpo primario utilizado. Las 
secciones se montaron sobre portaobjetos gelatinizados con ayuda de pinceles y se secaron al aire. 
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Las preparaciones se deshidrataron en alcohol etílico en porcentaje creciente (50%, 70%, 96%, 
absoluto), se aclararon en xilol y se cubrieron con medio de montaje DePex (Serva). 
3.2.2 Inmunofluorescencia 
Las secciones de tejido se incubaron 2h en la solución de bloqueo y posteriormente durante 
toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario. Al día siguiente se incubaron con el anticuerpo 
secundario biotinilado (sin tritón) durante 1h y posteriormente con el fluoróforo (sin tritón) durante 
3h. Para visualizar los núcleos celulares, las secciones se contratiñeron con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol; Sigma; 100 ng/ml en PBS) 30 min. Las secciones se montaron sobre portaobjetos, se 
cubrieron con mowiol y se almacenaron a 4ºC en oscuridad. 
Para la detección de BrdU, las secciones de tejido se permeabilizaron previamente con HCl 2N 
a 37ºC durante 30 min para que las moléculas de BrdU incorporadas en el ADN fuesen accesibles a 
los anticuerpos. Este tratamiento se neutralizó con tampón borato 0,1M pH 8,5 2x5 min. Después 
de equilibrar las secciones en PBS se continuó con el procedimiento descrito arriba. 
 
3.3 Anticuerpos utilizados 
 
Anticuerpos y 
cromóforos 
Especie Casa comercial Dilución de uso
BrdU Ratón Dako 1:200 
Ki67 Ratón Novocastra 1:100 
DCX Cabra Santa Cruz 1:200 
Caspasa 3 activada Conejo Cell Signaling 1:500 
Secundarios biotinilados 
Caballo anti-ratón 
Conejo anti-cabra 
Cabra anti-conejo
Vector 1:200 
Estreptavidina Alexa 488 No aplicable Molecular Probes 1:2000 
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3.4 Método TUNEL 
Para visualizar células apoptóticas, uno de los métodos utilizados fue el TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling). Esta técnica consiste en detectar el 
ADN fragmentado por adición de nucleótidos marcados en los extremos 3’-OH libres por acción 
de la enzima transferasa terminal. Las secciones de tejido se permeabilizaron primero con una 
mezcla de alcohol etílico y ácido acético glacial (2:1) y luego con tritón X-100 al 0,5% en PBS. 
Después se utilizó el kit Apoptag (Chemicon), que incluye la enzima transferasa terminal y los 
nucleótidos marcados con digoxigenina. Esta molécula se detectó con un anticuerpo específico 
acoplado a fosfatasa alcalina (Roche). El revelado del color se desarrolló utilizando el sustrato de la 
fosfatasa alcalina NBT:BCIP (nitro blue tetrazolium chloride y 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate; 9:7; Roche). 
 
3.5 Análisis cuantitativo de células inmunopositivas 
La cuantificación se realizó siguiendo una versión modificada del principio del fraccionador 
(Williams y Rakic, 1988). Para evitar sesgos, cada sección de tejido se cuantificó sin conocer el 
grupo experimental al que pertenecía. Se contaron las células inmunopositivas en 6 secciones por 
animal, todas pertenecientes a la misma serie, analizando ambos hemisferios cerebrales. Las 
secciones se muestrearon sistemáticamente en niveles dorsales del GD (de -2.5 a -4.5 desde bregma, 
ver sección 3.1). Se estudió toda el área subgranular y toda la profundidad de cada sección. Para 
evitar sesgos por sobreestimación en el recuento, se excluyeron las células marcadas en el plano 
focal superior. Se consideraron todas las células localizadas en la ZSG y aquellas que la tocaban o 
estaban situadas a menos de 2 cuerpos celulares de esta capa. Se define como “unidad proliferativa” 
o clon a 2 o más núcleos adyacentes marcados con un anticuerpo de proliferación (BrdU o Ki67). 
El número total de células o de unidades proliferativas inmunopositivas se calculó multiplicando la 
suma de los valores obtenidos en cada sección por 6 (número de series que contenía la región 
analizada). Los recuentos se realizaron directamente en un microscopio óptico (Nikon Elite) a 40x. 
Para cuantificar con precisión el número de células BrdU inmunopositivas (BrdU+) por unidad 
proliferativa en todo el grosor del corte, en los estudios de proliferación se realizó un análisis 
tridimensional utilizando microscopía confocal (Leica TCS SP2). 
Los estudios se realizaron en 3-5 animales por condición experimental. En experimentos 
previos se utilizaron 5 animales por condición y se estableció que para obtener una varianza 
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homogénea entre los grupos y alcanzar la significación estadística se requería estudiar una muestra 
mínima de 3 animales.  
 
4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
Esta parte del estudio se realizó durante mis estancias breves financiadas por la beca FPI en el 
grupo del Prof. José Manuel García Verdugo de la Universidad de Valencia.  
 
4.1 Inclusión del tejido y obtención de secciones 
El cerebro fijado se cortó en secciones coronales de 200 µm de grosor, utilizando un 
vibratomo (VT-1000S, Leica). Las secciones se recogieron en PB-azida y se almacenaron a 4ºC 
hasta su procesamiento. 
Las secciones de tejido de 200 µm se postfijaron en tetróxido de osmio al 2% (EMS) en PB 
0,1M durante 90 min en oscuridad con agitación suave. Después de lavar con agua y deshidratarlas 
con concentraciones crecientes de etanol (30%, 50%, 70%), se contrastaron con acetato de uranilo 
al 2% en etanol al 70%, 2h a 4ºC. Se continuó la deshidratación (96%, absoluto) y después las 
secciones se trataron con óxido de propileno, para facilitar la penetración de la resina. Las secciones 
se incluyeron en araldita (Durcupan; Fluka) por incubación durante toda la noche a temperatura 
ambiente con agitación fuerte. Después, las secciones impregnadas de araldita se colocaron entre 2 
láminas de acetato, y se incubaron en estufa a 65ºC durante 4 días para su polimerización. Las 
secciones se recortaron y se pegaron en tacos de resina para cortarlas con el ultramicrotomo. Tras 
retallar la pieza con cuchilla de vidrio, se realizaron secciones semifinas (1,5 µm) con cuchilla de 
diamante que se montaron en portaobjetos gelatinizados. Después de analizar las secciones 
semifinas con microscopía óptica (ver apartados 5.2 y 6.2), se escogieron secciones representativas 
de los diferentes niveles y se arrancaron de los portaobjetos para realizar secciones ultrafinas (0,05 
µm). Éstas se recogieron en rejillas de cobre y se contrastaron con una solución de citrato de plomo 
(Reynolds 65) para su estudio por microscopía electrónica. 
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5. TINCIÓN HISTOLÓGICA DEL TEJIDO MEDIANTE TÉCNICA 
DE NISSL 
Esta técnica revela la citoarquitectura del tejido al permitir el estudio de la distribución, tamaño 
y morfología de los somas celulares. 
 
5.1 Secciones de vibratomo 
Una serie completa de cada animal de una muestra representativa de cada grupo experimental 
(ver apartado 3.1) se utilizó para el estudio de la citoarquitectura por Nissl. Las secciones de tejido 
se montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar al aire. El procedimiento utilizado 
es el descrito por Noraberg y cols. (1999), con algunas modificaciones. Las preparaciones se 
sumergieron en etanol al 70% durante 12h. Después se lavaron en agua dos veces durante 5 min, y 
se tiñeron con azul de toluidina al 0,1% (Merk) en una solución de Na2HPO4 al 1,4% (Riedel Haën) 
y ácido cítrico al 1,3% (Merck) pH 4 durante 15 min. El exceso de colorante se eliminó lavando con 
agua. Posteriormente, las preparaciones se deshidrataron en etanol a concentraciones crecientes 
(70%, 90% y 99%) durante 2 min. Tras la deshidratación, se clarificaron en xileno 5 min, se 
rehidrataron durante 2 min en alcohol al 99% y al 96% y finalmente en agua durante 5 min. 
Después se procedió a la tinción final de las secciones de tejido con azul de toluidina durante 15 
min, se aclararon con agua y se deshidrataron gradualmente (etanol al 50%, 70% y 96% durante 15 
seg, 30 seg, y 1,5 min, respectivamente). La tinción se diferenció en etanol al 99%, según criterio 
propio. Después las secciones de tejido se clarificaron en xilol y posteriormente se recubrieron con 
DePex. 
 
5.2 Secciones semifinas 
Las preparaciones se tiñeron 1-2 min en una solución acuosa de azul de toluidina al 1% y borax 
al 1% (TAAB) sobre una placa de histología a 60ºC. Después se eliminó el exceso de colorante 
lavando con agua. 
Estos cortes no se deshidrataron ni se cubrieron porque después de analizarlos con 
microscopía óptica, algunos de ellos se arrancaron para su procesamiento y posterior análisis por 
microscopía electrónica (apartado 4.3). 
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6. ANÁLISIS DE LA ANATOMÍA Y CITOARQUITECTURA DEL 
GIRO DENTADO 
Para realizar estos estudios, las diferentes regiones de cerebro se identificaron con la ayuda del 
atlas de Paxinos y Watson (1986). 
 
6.1 Anatomía del giro dentado 
Primero se estudió la anatomía general del GD del hipocampo. Para ello se analizó una serie 
completa de secciones de 50 µm cortadas en vibratomo y teñidas con la técnica de Nissl con ayuda 
de un microscopio óptico (Nikon Eclipse) acoplado a una cámara digital (Nikon Dn100). 
 
6.2 Citoarquitectura del giro dentado 
También se analizó la distribución y morfología de los somas celulares en la capa granular del 
GD en las secciones semifinas teñidas con la técnica de Nissl por microscopía óptica. En estas 
mismas secciones se realizó un análisis cualitativo de la proporción de núcleos picnóticos en 
diferentes condiciones experimentales (P95E, P95H, P120E y P120H, en todos los casos n=3) con 
el fin de complementar otros estudios realizados de la caracterización de la muerte celular en esta 
región. 
La microscopía electrónica de transmisión permite distinguir finos detalles para diferenciar la 
tipología celular, lo que permite cuantificar distintos tipos celulares. Utilizando un microscopio 
electrónico de transmisión (JEOL-JEM1010) se estudió la morfología y la disposición de las células 
de la capa granular en distintos grupos experimentales (P95 y P120, E y H). 
 
6.3 Volumen del giro dentado 
El volumen del GD del hipocampo se estimó según el método de Cavalieri en las mismas 
secciones en las que se habían cuantificado las células BrdU+, las cuales estaban contrateñidas con 
DAPI. Para ello se utilizó un microscopio de fluorescencia (Olympus) motorizado acoplado a una 
cámara digital y a un ordenador con un programa específico para el método de Cavalieri (CAST, 
Olympus Corporation). Se analizaron los dos hemisferios cerebrales en una serie completa (6 
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secciones) por animal (grupos P95 E y H, n=6 para cada grupo; grupos P120 E, H y R, n=3 para 
cada grupo). Los datos se obtuvieron por métodos estereológicos insesgados (Sousa y cols., 1998). 
 
7. ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO Y DE MEMORIA 
Para realizar los estudios conductuales los animales se manipularon diariamente durante los 3d 
anteriores al comienzo de las pruebas para que se habituaran a la manipulación. Ésta consistió en el 
transporte de los animales desde el estabulario a la habitación de experimentación, donde 
permanecieron 2 min en las manos del experimentador. Todos los estudios se realizaron entre las 
08.00h y las 13.30h. Para estos estudios se utilizaron 7-11 animales por condición experimental, que 
es el número mínimo de animales necesario para alcanzar significación estadística. En todos los 
casos, los experimentos se realizaron sin que el experimentador conociese el estado tiroideo de los 
animales. 
 
7.1 Prueba de nado forzado 
Este test se utiliza para evaluar en roedores un estado de ánimo semejante a la tendencia a la 
depresión. Por lo tanto, en adelante y en este contexto, se denominará comportamiento de tipo 
depresivo. 
 
7.1.1 Desarrollo de la prueba 
El protocolo utilizado se basa en el descrito por Porsolt y cols. (1977) con pequeñas 
modificaciones. El primer día se realizó el entrenamiento, y al día siguiente se llevó a cabo la prueba. 
Durante el entrenamiento, los animales se depositaron de manera individual durante 10 min en 
un tanque cilíndrico de metacrilato (60 cm de alto y 25 de diámetro) lleno de agua del grifo a 23-
25ºC hasta una altura de 45 cm, de manera que la rata en flotación no tocaba el fondo con sus patas. 
Después, los animales se sacaron del tanque y se secaron antes de devolverlos a sus jaulas. Este 
nado forzado representa una situación de estrés moderado para los animales. Al día siguiente, las 
ratas se volvieron a introducir en el cilindro para realizar la prueba de 5 min de duración. En todo 
momento el tanque se mantuvo lo más limpio posible, cambiándose el agua después de 2 sesiones 
de 10 min o de 4 sesiones de 5 min. Las heces se recogieron después de cada sesión. 
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7.1.2 Evaluación del comportamiento de tipo depresivo 
En ambas sesiones (entrenamiento y prueba), la conducta de los animales se grabó con una 
videocámara situada 80 cm por encima del tanque. Se contabilizó el tiempo de inmovilidad y de 
nado de cada animal. El comportamiento de nado se define como reacciones de fuga, es decir, 
manotear vigorosamente con las 4 patas, nadar en círculo, bucear e intentar escalar las paredes del 
tanque. La inmovilidad se define como flotar y realizar los movimientos imprescindibles para 
mantenerse a flote. El tiempo de inmovilidad en esta prueba se considera como un modelo de 
respuesta conductual al estrés sin posibilidad de escape (inescapable). Se considera que el aumento del 
tiempo de inmovilidad se correlaciona con un mayor estado de tipo depresivo del animal. 
 
7.2 Reconocimiento de un objeto nuevo 
Esta tarea, originalmente descrita por Ennaceur y Delacour (1988), se basa en la tendencia de 
los roedores a explorar más activamente un objeto desconocido que uno familiar. Este test evalúa la 
memoria de reconocimiento visual del animal, un tipo de memoria explícita que depende del 
hipocampo. 
 
7.2.1 Desarrollo de la tarea 
Tras la habituación a la manipulación, se realizó la sesión de entrenamiento en una caja de 
campo abierto (60 x 62 x 50 cm de altura) con el suelo cubierto de viruta. Durante el entrenamiento 
se colocaron 2 objetos en 2 esquinas adyacentes de la caja a 10 cm de las paredes y se introdujo al 
animal para que explorase durante 5 min ambos objetos. Un día después del entrenamiento, uno de 
los objetos se reemplazó por uno nuevo diferente y se analizó la conducta exploratoria durante 5 
min (Figura 8). 
Después de cada sesión los objetos se limpiaron minuciosamente con ácido acético al 0,1% 
para eliminar rastros, se retiraron las heces y la viruta se removió para evitar que un olor específico 
permaneciera en un lugar determinado y modificase la conducta exploratoria del animal. La 
localización de los objetos, tanto familiares como el nuevo, se alternó entre los distintos animales 
durante las sesiones de entrenamiento y test. De esta manera se reducen los potenciales sesgos 
debidos a preferencias de los animales por lugares o disposiciones concretos.  
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Figura 8. Esquema de las sesiones para el test de reconocimiento de un objeto nuevo. Los animales 
se habituaron durante 3 días a la manipulación, se entrenaron explorando los objetos al día siguiente y 
realizaron la prueba con el objeto novedoso el quinto día.  
 
7.2.2 Evaluación de la actividad exploratoria 
El tiempo de exploración de cada objeto se cronometró in situ. La exploración de un objeto se 
define como olfatearlo a menos de 2 cm de distancia y/o tocarlo con el hocico y/o apoyarse en él. 
El reconocimiento del objeto previamente explorado o familiar se refleja en la preferencia por 
explorar el objeto novedoso. Para analizar esta preferencia teniendo en cuenta las posibles 
diferencias en el tiempo total de exploración, se calculó el índice de discriminación (Id): 
     fn
fn
d
tt
ttI +
−=
 
 donde tn es el tiempo de exploración del objeto novedoso y tf el tiempo de exploración del 
objeto familiar. Este índice refleja la tendencia del animal por explorar el objeto novedoso frente al 
familiar. 
 
7.3 Pruebas de condicionamiento por miedo 
En esta prueba se evalúa la adquisición y consolidación de memorias emocionales. Durante el 
condicionamiento, el animal se expone a un estímulo inocuo (un contexto o un sonido, estímulos 
condicionados) asociado a un estímulo aversivo (en este caso, una descarga eléctrica, que es el 
estímulo incondicionado). Esta asociación hace que el animal aprenda a responder al estímulo 
condicionado en ausencia del estímulo aversivo. La respuesta del condicionamiento al contexto 
depende del funcionamiento del hipocampo y de la amígdala (tiene componentes de memoria 
explícita e implícita), mientras que la respuesta del condicionamiento al sonido depende sólo de la 
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integridad de la amígdala (memoria implícita; Phillips y LeDoux, 1992). El protocolo utilizado 
permite evaluar la respuesta a ambos condicionamientos en los mismos animales. 
 
7.3.1 Instrumentación 
Estas pruebas se realizaron en un dispositivo de condicionamiento pavloviano, que consta de 
una caja de observación (30 x 37 x 25 cm de altura) situada en el interior de una cámara de 
aislamiento. La caja tiene 3 paredes de metal y una transparente con una trampilla por donde se 
introduce al animal. El suelo de la jaula consiste en 20 varillas de acero que conducen la corriente 
generada por un generador de descargas (modelo LI100-26 Shocker, LETICA IC). Debajo se sitúa 
una bandeja extraíble con viruta. La cámara de atenuación de ruidos es metálica excepto su pared 
frontal, que es de plexiglás rojo para facilitar la observación de la conducta del animal. Esta cámara 
alberga un sistema de ventilación que emite un sonido monótono de 68dB y una bombilla de luz 
blanca de 20W. De esta manera el módulo se encuentra aislado acústica y lumínicamente del 
exterior. 
 
7.3.2 Condicionamiento 
Como estímulos inocuos condicionados se utilizaron el contexto (la jaula de observación) y un 
sonido (de 80dB a 2000 Hz), y como estímulo aversivo incondicionado una descarga eléctrica (0,40 
mA de intensidad, corriente continua). 
El condicionamiento para ambos estímulos (contexto y sonido) se realizó en el mismo 
experimento. Para realizar este entrenamiento las ratas se expusieron a la caja de condicionamiento 
durante 160 s en los que el animal la exploró libremente. Seguidamente sonó el tono de forma 
continuada durante 20 s y en el último segundo se provocó la descarga eléctrica. Este procedimiento 
se repitió dos veces más con un intervalo de 40 s (Figura 9). Las ratas se extrajeron del dispositivo 
de condicionamiento 30 s después de la última descarga y se devolvieron a sus jaulas de origen. El 
tiempo total de duración de cada sesión fue de 5,5 min. La jaula de observación se limpió con una 
solución de ácido acético al 0,1% después de cada sesión, se retiraron las heces y se cambió la 
viruta. 
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Figura 9. Esquema del protocolo para el condicionamiento por miedo. Los animales recibieron tres 
estímulos sonoros y tres descargas eléctricas con un intervalo entre ellas de 60 s. 
 
El comportamiento de los animales se registró durante toda la sesión (5,5 min), analizándose 
por separado los 3 min anteriores a la primera descarga (periodo pre-descarga) y los 2,5 min 
restantes (periodo post-descarga). El comportamiento se definió, usando un procedimiento de 
muestreo del tiempo, como activo o inmóvil cada 2 s. La respuesta de inmovilidad (freezing) se 
define como la ausencia de movimientos excepto aquellos imprescindibles para respirar. El tiempo 
de inmovilidad es un buen indicador del grado de miedo que provoca el estímulo aversivo 
incondicionado (la descarga eléctrica). Para realizar el análisis estadístico, los datos se transformaron 
a un porcentaje del total del tiempo de observación. 
 
7.3.3 Evaluación del condicionamiento por miedo al contexto 
Se realizaron varios ensayos a lo largo del tiempo para evaluar la respuesta de 
condicionamiento al contexto: a las 24h del condicionamiento (test 24h), a los 7 días (test 1 semana) 
y a los 21 días (test 3 semanas). Durante la prueba contextual las ratas se volvieron a situar en la 
cámara de condicionamiento con su contexto original y en ausencia de descarga eléctrica durante 8 
min y se registró el comportamiento del animal durante este periodo siguiendo el procedimiento 
explicado arriba. 
 
7.3.4 Evaluación del condicionamiento por miedo al sonido 
También se realizó un seguimiento del condicionamiento al sonido, 48h (test 48h), 8 días (test 
1 semana) y 22 días (test 3 semanas) después del condicionamiento. Durante esta prueba, las ratas se 
situaron en un contexto nuevo, cambiando el entorno en el que se realizó el condicionamiento y las 
pruebas de contexto. Después de un periodo inicial de 3 min, sonó el tono de condicionamiento 
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durante 5 min. El comportamiento del animal se registró durante toda la prueba, distinguiendo 
ambos periodos (pre y post-sonido). 
 
8. ANÁLISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 
Todos los resultados se expresan como media ± error estándar. El nivel de significación 
estadística se estableció en P≤ 0,05. Las comparaciones estadísticas entre grupos y edades se 
realizaron con el programa estadístico SPSS (SPSS Inc.). Para establecer comparaciones entre 2 
grupos se utilizó la prueba T de Student y entre 3 grupos el análisis de la varianza (ANOVA) de una 
vía. Cuando el ANOVA indicó un efecto significativo del factor estado tiroideo, se realizaron los 
análisis a posteriori apropiados (de Tukey o DMS). 
El análisis de la distribución de las unidades proliferativas en función del número de células se 
realizó con tablas de contingencia y pruebas asintóticas no paramétricas χ2. La comparación de las 
diferentes categorías (2 células frente a 2 células, 3 células frente a 3, etc) entre los distintos grupos 
experimentales se realizó con un análisis de rangos y pruebas U de Mann-Whitney. 
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El objetivo general de esta tesis ha sido analizar la posible modulación de la neurogénesis en el 
giro dentado en ratas adultas por hormonas tiroideas y explorar las posibles implicaciones 
funcionales resultantes de esta modulación hormonal. 
 
Para alcanzar este objetivo nos hemos planteado: 
 
? Desarrollar un modelo experimental de ratas adultas con distinto estado tiroideo (ratas 
eutiroideas, hipotiroideas e hipotiroideas con un tratamiento de reemplazo hormonal) y 
en estos animales: 
? Analizar la capacidad proliferativa y la generación de nuevas neuronas en el giro 
dentado. 
? Estudiar la funcionalidad de la formación del hipocampo, analizando con distintas 
pruebas la tendencia al comportamiento de tipo depresivo y la memoria dependiente 
del hipocampo. 
? Determinar si el reemplazo hormonal es capaz de revertir las anomalías observadas en 
condiciones de hipotiroidismo. 
? Con los objetivos planteados en los apartados anteriores se pretende entender mejor las 
anomalías funcionales provocadas por el hipotiroidismo del adulto y alcanzar una 
mejor comprensión de la relación entre la fisiología tiroidea cerebral, la modulación de 
la neurogénesis y la conducta. 
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
1.1. Estudio del estado tiroideo de los animales 
Para comprobar el estado tiroideo de los diferentes grupos de animales (eutiroideos, 
hipotiroideos e hipotiroideos con reemplazo hormonal) y así establecer la validez de nuestro 
modelo experimental, se analizaron diversos parámetros que se detallan a continuación. 
 
1.1.1. Peso corporal final y ganancia de peso 
Una buena indicación del estado tiroideo de los animales es la evaluación de la ganancia de 
peso corporal con el tiempo, ya que el hipotiroidismo interfiere con el crecimiento del animal. Por 
tanto, se realizó un seguimiento del peso de todos los animales desde la tiroidectomía hasta su 
sacrificio.  
Todos los grupos de ratas hipotiroideas (P95H, P120H y P140H) presentaban una disminución 
significativa tanto en la ganancia de peso corporal desde la operación hasta el día de sacrificio, como 
en el peso corporal final respecto a los correspondientes grupos eutiroideos (en todos los casos, 
P<0,001; Tabla 1). El tratamiento con HT (ratas P120R y P140R) indujo la recuperación de ambos 
parámetros (Tabla 1). 
 
 
 
Tabla 1. Estudio del estado tiroideo de los animales experimentales. E, eutiroideos; H, hipotiroideos; 
R, con tratamiento de reemplazo hormonal. Los resultados se muestran como la media ± error estándar. 
Diferencias respecto al grupo E: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; NS, no significativo. 
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1.1.2. Concentraciones de hormonas tiroideas 
Las concentraciones hormonales determinadas en plasma e hígado en los grupos eutiroideos 
confirmaban los valores descritos previamente para ratas Wistar macho de esta edad (Ruiz-Marcos y 
cols., 1988). En los grupos de ratas hipotiroideas (P95H, P120H y P140H) los valores de T3 y T4 se 
encontraban considerablemente disminuidos respecto a los valores de las ratas eutiroideas (en todos 
los casos, P<0,001; Tabla 1). El tratamiento de ratas hipotiroideas con HT (grupos P120R y P140R) 
indujo un aumento considerable en los valores de T3 y T4 en plasma e hígado. Tras 25d de 
reemplazo hormonal (P120R) los valores de HT en hígado alcanzaron niveles eutiroideos, mientras 
que en plasma, aunque los valores hormonales estaban dentro del rango eutiroideo, la T4 se 
encontraba ligeramente elevada (P<0,05) y la T3 disminuida (P<0,05) respecto a las ratas controles 
eutiroideas (Tabla 1). Tras 45d de reemplazo hormonal (P140R) los valores de HT en hígado y 
plasma no diferían de los del grupo P140E. 
 Los animales tiroidectomizados con concentraciones de T3 y T4 plasmáticas y hepáticas 
bajas (T4<6% y T3<20% de los niveles de las ratas eutiroideas) y una ganancia de peso corporal 
inferior a 15g en los 20d posteriores a la tiroidectomía se consideraron hipotiroideos (Ruiz-Marcos y 
cols., 1980; Obregón y cols., 1981). Sólo 4 animales tiroidectomizados se descartaron siguiendo 
estos criterios. 
 
1.1.3. Desyodasa 1 hepática 
Otra prueba del estado tiroideo de los animales la proporciona el estudio de la expresión de la 
enzima desyodasa 1 (D1) hepática. El gen de D1 está regulado positivamente por T3 a nivel 
transcripcional, por lo que en condiciones de hipotiroidismo se produce una disminución de los 
niveles de ARNm de este gen (Berry y cols., 1990). 
 
 
Figura 10. Northern blot para desyodasa 1 en 
animales con distinto estado eutiroideo. Los 
números inferiores representan la intensidad de 
señal de la hibridación corregida por la intensidad 
del control de carga (ARNr 18S). El ARNm 
disminuye en los animales hipotiroideos (H) 
respecto a los eutiroideos (E), y se recupera en los 
tratados (R). 
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Los niveles de ARNm de D1 en hígado se analizaron en el grupo P120 con la técnica de 
northern blot. El ARNm de D1 se encontraba disminuido en las ratas P120H respecto a las ratas 
eutiroideas. Estos niveles se recuperaron en los animales hipotiroideos con reemplazo hormonal, 
incluso por encima de los niveles eutiroideos (P120R; Figura 10). 
 
Todos estos resultados muestran que nuestro modelo experimental es adecuado para evaluar in 
vivo los efectos del estado tiroideo sobre la neurogénesis del adulto y sus posibles implicaciones 
funcionales. 
 
1.2 Concentraciones plasmáticas de corticosterona 
Las variaciones en las concentraciones de corticosterona plasmática se han relacionado con 
cambios en la neurogénesis del adulto en el GD y con alteraciones del comportamiento (Cameron y 
Gould, 1994; Lupien y McEwen, 1997). Para descartar que los resultados obtenidos en los distintos 
estudios se debieran a variaciones en las concentraciones de esta hormona relacionadas con el 
estado tiroideo, se determinaron las concentraciones plasmáticas de corticosterona en el grupo 
experimental P120.  
Las concentraciones de corticosterona en plasma en los animales P120H se encontraban 
significativamente disminuidas respecto a las de los animales P120E (en ng/ml, P120E= 406±60; 
P120H= 219±50, P<0,05). El tratamiento de los animales hipotiroideos con HT elevó los valores, 
por encima de los detectados en animales eutiroideos (P120R= 606±27 ng/ml; P<0,01 respecto a 
H; P<0,05 respecto a E). 
 
Estos resultados indican que las concentraciones de corticosterona no están relacionadas con los 
resultados obtenidos (ver discusión).  
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2. INFLUENCIA DEL ESTADO TIROIDEO EN LA NEUROGÉNESIS 
EN EL GIRO DENTADO DEL ADULTO 
2.1 Análisis de la capacidad proliferativa en la zona subgranular 
El número de células en proliferación en las distintas condiciones experimentales se cuantificó 
por inmunohistoquímica usando anticuerpos específicos anti-BrdU (en animales sacrificados a las 
24h de la inyección) y anti-Ki67 (Kuhn y cols., 1996; Kee y cols., 2002). Como se había descrito 
anteriormente, en todos los grupos experimentales más del 90% de las células inmunopositivas (+) 
se encontraron asociadas formando unidades proliferativas con una distribución heterogénea a lo 
largo de la ZSG (Palmer y cols., 2000). Solamente se detectó una pequeña proporción de células 
aisladas en esta región, así como en las capas granular y molecular. 
 
2.1.1 Proliferación celular: grupo P95 
La deficiencia de HT durante 20 días (grupo P95H) indujo una reducción significativa de 
aproximadamente un 30% en el número total de células en proliferación en la ZSG. En las ratas 
hipotiroideas se cuantificó una reducción de un 31% en el número total de células BrdU+ (P<0,05) 
y de un 33% en el de células Ki67+ (P<0,05) respecto al grupo P95E (Figura 11a). El número de 
unidades proliferativas también estaba disminuido en las ratas P95H, alcanzando significación 
estadística en las unidades proliferativas identificadas con el anticuerpo anti-Ki67 (disminución del 
17% para las células marcadas con BrdU, P= 0,181 y del 30% para las Ki67+, P<0,05; Figura11b). 
 
 
Figura 11. Proliferación celular en la ZSG de animales P95. a) Número total de células BrdU+ y Ki67+. 
b) Número de unidades proliferativas con ambos marcadores. Las gráficas representan la media ± error 
estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: * P<0,05; NS, no significativo. 
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2.1.2 Proliferación celular: grupo P120 
El análisis de la varianza (ANOVA) de una vía reveló efectos significativos del factor estado 
tiroideo para el número de células en proliferación y para el número de unidades proliferativas en la 
ZSG (P<0,01 y P<0,05 respectivamente), identificados tanto con anticuerpos específicos para BrdU 
como para Ki67. 
En el grupo P120H se observó una reducción en el número de células en proliferación 
respecto al grupo P120E similar al descrito arriba para el grupo P95H (32% para BrdU y 25% para 
Ki67; P<0,05 para ambos; Figura 12a). Además, el número de unidades proliferativas detectadas 
con ambos anticuerpos estaba significativamente disminuido (30% para BrdU y 24% para Ki67; 
P<0,05 en ambos casos; Figura 12b).  
El tratamiento de reemplazo hormonal (grupo P120R) resultó en un aumento estadísticamente 
significativo respecto a P120H, tanto en el número total de células en proliferación (un 87% para 
BrdU y 75% para Ki67; P<0,01 en ambos casos; Figura 12a), como en el número de unidades 
proliferativas (72% para BrdU y 65% para Ki67; P<0,01 en ambos casos; Figura 12b). Estos 
aumentos se cuantificaron incluso por encima de los niveles de los animales controles eutiroideos 
(las células en proliferación aumentaron un 28% detectadas con anticuerpos anti-BrdU y un 32% 
con anticuerpos anti-Ki67; las unidades proliferativas aumentaron un 21% detectadas con 
anticuerpos anti-BrdU y un 26% con anti-Ki67; P<0,05 en todos los casos; Figura 12 a y b). 
 
 
 
Figura 12. Proliferación celular en la ZSG de animales P120. a) Número total de células BrdU+ y 
Ki67+. b) Número de unidades proliferativas con ambos marcadores. Las gráficas representan la media ± 
error estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: * P<0,05. Diferencias respecto al hipotiroideo: ## 
P<0,01; ### P<0,001. 
 
Resultados      49 
 
2.1.3 Análisis de las unidades proliferativas 
Para profundizar en el estudio de las alteraciones en la capacidad proliferativa de la ZSG 
debidas al hipotiroidismo se realizaron análisis complementarios de las unidades proliferativas en los 
grupos P95 y P120. Para ello las unidades proliferativas se clasificaron en distintas categorías en 
función del número de células en proliferación que contenían (unidades con 1 célula, con 2, con 
3,…). La caracterización de las unidades proliferativas se realizó cuantificando las células BrdU+ y 
Ki67+. 
Por un lado se analizaron los patrones de distribución porcentuales de las distintas categorías 
de las unidades proliferativas con tablas de contingencia (Figura 13). El análisis estadístico no indicó 
diferencias significativas entre los grupos. Es decir, que el patrón de distribución de las distintas 
categorías era independiente del estado tiroideo, tanto en las unidades proliferativas BrdU+ como 
Ki67+. 
 
Figura 13. Distribución de las unidades proliferativas. En las gráficas se muestra el patrón de 
distribución del número de células BrdU+ y Ki67+, que es similar en todos los grupos estudiados (P>0,05). 
Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) entre los grupos indicados, en una determinada 
categoría de unidades proliferativas. 
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También se compararon por separado cada una de las categorías entre los distintos grupos 
experimentales (2 células frente a 2 células, 3 células frente a 3, etc). En este caso se encontraron 
solamente algunas diferencias puntuales (Figura 13). Estos resultados indican que no se detectaron 
diferencias generalizables en las unidades proliferativas debidas al distinto estado tiroideo de los 
animales. Las diferencias en el número total de unidades proliferativas son debidas a la suma de los 
efectos parciales no significativos en las distintas categorías. 
 
Todos estos resultados nos llevan a la conclusión de que un corto periodo de deficiencia 
hormonal en el adulto provoca una reducción considerable de la capacidad proliferativa en la 
ZSG que se puede revertir tras el tratamiento de reemplazo hormonal. 
 
2.2 Análisis de las neuronas generadas de novo 
Para determinar si la generación de neuroblastos y la maduración neuronal estaban afectadas 
por el hipotiroidismo del adulto, se estudió por inmunohistoquímica el número, la distribución y la 
morfología de las células que expresan doblecortina (DCX). Esta proteína del citoesqueleto se 
localiza en el citoplasma, neuritas y conos de crecimiento de neuroblastos y neuronas inmaduras en 
las zonas neurogénicas adultas (Nacher y cols., 2001; Ribak y cols., 2004). 
 
2.2.1 Generación de neuroblastos y maduración neuronal: grupo P95 
En los animales eutiroideos, las células DCX+ se alinean a lo largo de las hojas dorsal y ventral 
del GD, en la región limitante con la ZSG (Figura 14b). En general, las células DCX+ presentan 
dendritas apicales desarrolladas, que en muchas ocasiones llegan a tocar el ventrículo. La mayoría de 
las dendritas DCX+ se orientan verticalmente hacia la capa molecular y sólo algunas lo hacen 
longitudinalmente, siguiendo el borde interior del GD (Figura 14c). 
El hipotiroidismo indujo importantes alteraciones en la población de células DCX+, tanto en 
su número como en su morfología. El análisis cuantitativo del número total de células DCX+ 
mostró una reducción del 32% en las ratas P95H (P<0,05; Figura 14a), claramente apreciable en las 
vistas panorámicas del GD (Figura 14d). Además, en los animales hipotiroideos, las células DCX+ 
no se disponen alineadas en la región limitante de la ZSG, como se observaba en los animales 
eutiroideos. La morfología del árbol dendrítico también mostraba claras alteraciones debidas al 
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hipotiroidismo (Figura 14e). La mayoría de las células DCX+ de los animales P95H presentaban un 
árbol dendrítico hipoplásico, con dendritas más finas y cortas y menos ramificadas, muchas de ellas 
con trayectorias aleatorias, no verticales a la capa molecular. 
 
2.2.2 Generación de neuroblastos y maduración neuronal: grupo P120 
El ANOVA de una vía mostró un efecto significativo del factor estado tiroideo en el número 
total de células DCX+ (P<0,001), que se correlaciona con los resultados obtenidos en los estudios 
de proliferación. 
El hipotiroidismo durante 45 días en el adulto (ratas P120H) indujo una reducción del 25% en 
el número de células DCX+ en el GD respecto a las ratas eutiroideas (P<0,01; Figura 14f). La 
distribución y la morfología de estas células también se encontraban alteradas en el grupo P120H 
(Figura 14i-j). Las células DCX+ presentaron un árbol dendrítico altamente hipoplásico, similar al 
descrito más arriba para las ratas P95H. 
Al igual que se describió anteriormente en relación a las células en proliferación, las 
alteraciones presentes en las células DCX+ de animales hipotiroideos se recuperaron con el 
tratamiento hormonal. Se cuantificó un aumento del 50% en el número de células DCX+ (P<0,01 
respecto a H), que se situó incluso un 13% por encima de los niveles de los animales eutiroideos 
(P<0,05; Figura 14f). El tratamiento hormonal también mejoró las anomalías en la distribución y las 
alteraciones del árbol dendrítico de las células DCX+ en las ratas R. En estos animales la mayoría de 
las células presentaban un árbol dendrítico bien desarrollado con dendritas más largas y con 
abundantes ramificaciones, comparable al observado en condiciones de eutiroidismo (Figura 14k-l). 
Estos resultados refuerzan los resultados anteriores y demuestran que la generación y 
maduración inicial de las neuronas generadas en el GD también se ven alteradas por la deficiencia 
de HT y que estas alteraciones pueden revertirse con el reemplazo hormonal. 
 
Página siguiente: 
Figura 14. Análisis de la maduración celular en el GD. a) y f) Número total de células DCX+ en 
animales P95 (a) y P120 (f). Las gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias respecto al grupo 
eutiroideo: * P<0,05; ** P<0,01. Diferencias respecto al hipotiroideo: ### P<0,001. b-e) y g-l) 
Inmunohistoquímica para DCX (b-c P95E; d-e P95H; g-h P120E, i-j P120H, k-l P120R). Las flechas indican 
dendritas poco desarrolladas en los animales H y las cabezas de flecha dendritas bien desarrolladas en los 
animales E y R. ZSG, zona subgranular; CG, capa granular; Mol, capa molecular del GD. Escala, paneles de 
la izquierda: 250µm y paneles de la derecha: 50µm. 
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En conclusión, los resultados indican que las HT ejercen una influencia importante sobre la 
neurogénesis del adulto en el GD, ya que se necesitan concentraciones adecuadas de HT tanto 
para mantener una tasa proliferativa apropiada en la ZSG como para inducir la generación y 
maduración de nuevas neuronas. 
 
2.3 Análisis comparativo de la neurogénesis en las dos edades estudiadas:  
P95 y P120 
Estudios previos habían establecido que la neurogénesis en el adulto disminuye con la edad del 
animal (Kuhn y cols., 1996). Por esta razón se realizó un análisis estadístico para comparar tanto la 
proliferación celular como la maduración neuronal entre los grupos P95 y P120. 
 
Figura 15. Comparación de la proliferación y maduración celular a distintas edades. a-b) 
Comparación del número total de células y unidades proliferativas BrdU+. c-d) Comparación del número 
total de células y unidades proliferativas Ki67+. e) Comparación del número total de células DCX+. Las 
gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias: * P<0,01; NS no significativo. 
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No se encontraron diferencias en el número de células caracterizadas con los distintos 
anticuerpos utilizados (BrdU, Ki67 o DCX) entre ambas edades dentro del mismo grupo 
experimental (Figura 15). Este resultado se debe probablemente al corto intervalo de tiempo entre 
las edades estudiadas. Sólo se observaron diferencias significativas en el número de unidades 
proliferativas detectadas con el anticuerpo anti-Ki67 en los grupos eutiroideos. 
 
2.4 Análisis de la muerte celular 
Se determinó si la disminución en el número de células en proliferación y en el número de 
neuronas generadas de novo en los animales hipotiroideos se relaciona con un aumento de la muerte 
celular. Para ello se realizaron varios estudios con distintas técnicas que permiten detectar células 
apoptóticas. 
El análisis cualitativo de núcleos picnóticos en la ZSG en animales P95 y P120, tanto con 
microscopía óptica (en secciones semifinas) como con microscopía electrónica, no mostró un 
aumento en los grupos de ratas hipotiroideas en comparación con sus correspondientes grupos 
eutiroideos. 
También se analizó la apoptosis en secciones de vibratomo usando dos métodos diferentes: el 
método enzimático TUNEL y la inmunohistoquímica para la enzima proapoptótica caspasa-3 
activada. No se encontró un aumento en el número de células TUNEL+ (P95E= 30 ± 7; P95H= 
14 ± 2; P= 0,06), ni tampoco en el número de células inmunopositivas para caspasa-3 activada 
(P95E= 1068 ± 81; P95H= 1348 ± 139; P= 0,08) en los animales hipotiroideos. 
 
En conjunto, estos datos indican que la reducción en el número de células en proliferación y 
neuronas generadas de novo en los animales hipotiroideos no se explica por un aumento de la 
muerte celular en esta región. 
 
2.5 Supervivencia de las células generadas 
Diversos estudios indican que sólo un 50% de las células que proliferan en la ZSG, sobreviven 
y se diferencian a células granulares maduras (Dayer y cols., 2003). Se ha establecido que el periodo 
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de tiempo necesario para la diferenciación de estas células es de aproximadamente 4 semanas 
(Cameron y cols., 1993). 
Para estimar la supervivencia de las células generadas de novo en los distintos grupos 
experimentales, se cuantificó el número de células BrdU+ en el GD detectadas por 
inmunohistoquímica con microscopía óptica a las 4 y 3 semanas tras las inyecciones de la BrdU 
(protocolos 1 y 2, respectivamente; ver Materiales y Métodos). 
 
2.5.1 Supervivencia de las células generadas en la ZSG: protocolo 1 
Después de 4 semanas de las inyecciones de BrdU no se encontraron diferencias en el número 
de células BrdU+ en condiciones de eutiroidismo o hipotiroidismo (P150E= 175,5 ± 12,6; P150H= 
176,4 ± 20,2; P= 0,577). 
La tasa de supervivencia de las células BrdU+ se calculó como el porcentaje del número de 
células marcadas a P150 (30d después de la inyección de BrdU) respecto al número de células 
marcadas a P120 (1d después de la inyección de BrdU). A las 4 semanas de la última inyección de 
BrdU la tasa de supervivencia en los animales eutiroideos era del 22% y en los animales 
hipotiroideos alcanzaba el 32%. 
 
2.5.2 Supervivencia de las células generadas en la ZSG: protocolo 2 
Para corroborar los resultados obtenidos con el protocolo anterior y descartar la posibilidad de 
que se hubiera cometido un sesgo con ese protocolo, se utilizó otro protocolo adicional con el fin 
de marcar más células supervivientes. Este protocolo consistió en la administración de 6 inyecciones 
de BrdU espaciadas 12h (a lo largo de 3d) y el sacrificio de los animales a las 3 semanas de la última 
inyección. 
Con este protocolo, tampoco se encontraron diferencias en el número de células BrdU+ 
supervivientes entre ninguna de las condiciones estudiadas (P140E= 992,0 ± 61,6; P140H= 992,0 ± 
161; P140R= 1030,5 ± 63,4; P= 0,947). 
 
Los resultados obtenidos muestran que en los animales hipotiroideos no hay diferencias en el 
número de células que se detectan a las 3 o 4 semanas del marcaje con BrdU respecto a los 
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animales eutiroideos. Estos resultados probablemente se deban a la ralentización del ciclo 
celular en los animales hipotiroideos y no a un aumento en la supervivencia de las células 
generadas de novo (ver discusión). 
 
2.6 Organización del giro dentado del hipocampo en los distintos estados tiroideos  
Trabajos clásicos in vivo demuestran que el hipotiroidismo durante el desarrollo prenatal y 
postnatal temprano provoca una disminución del volumen del GD, así como alteraciones en la 
citoarquitectura de la capa granular (Rabie y cols., 1979; Rami y cols., 1986a; Rami y cols., 1986b; 
Madeira y cols., 1991). 
 
2.6.1 Estudio de la anatomía y citoarquitectura del giro dentado 
La anatomía y citoarquitectura del GD se analizó utilizando la tinción de Nissl en secciones 
adyacentes a las utilizadas para inmunohistoquímica y en cortes semifinos de los cerebros 
procesados para microscopía electrónica.  
Se analizaron cualitativamente diferentes aspectos de la organización celular del GD, como su 
estratificación, y la morfología y distribución celular. No se observaron alteraciones apreciables 
debidas al hipotiroidismo ni a los 20 (grupo P95H) ni a los 45 días (grupo P120H) tras la 
tiroidectomía (Figura 16 a y c).  
La cuantificación del volumen del GD por métodos estereológicos no mostró diferencias entre 
los animales con distinto estado tiroideo (Tabla 2). Este resultado indica que la deficiencia de HT 
durante 20 o 45 días no provoca una disminución del volumen de esta estructura en la rata adulta. 
 
 
Tabla 2. Medidas del volumen del giro dentado. Los resultados muestran la media ± error estándar. No 
hay diferencias significativas entre los grupos estudiados. 
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Figura 16. Análisis de la citoarquitectura y ultraestructura del giro dentado. a-b, animales P120E. c-d, 
animales P120H. a y c son microfotografías de la capa granular del GD en semifinos teñidos con la técnica 
de Nissl. Escala, 10µm. b y d son fotografías de microscopía electrónica donde se indica la elevada 
proporción de invaginaciones nucleares en los animales P120H (flechas). Escala, 2µm. 
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2.6.2 Estudio de la ultraestructura del giro dentado 
El análisis con microscopía electrónica de las capas granular y subgranular del GD del 
hipocampo no reveló grandes diferencias ultraestructurales entre los distintos grupos 
experimentales. La única diferencia que se observó fue un aumento en la presencia de 
invaginaciones nucleares en las neuronas granulares en las ratas P120H (Figura 16d). El estudio de 
aproximadamente 400 muestras de perfiles nucleares en ratas P95 y P120 (E y H) reveló un 
aumento en el número de núcleos invaginados tras 45 días de hipotiroidismo (grupo P120H). En 
este grupo se encontraron invaginaciones nucleares en el 50% de las células de la capa granular, 
mientras que el porcentaje en los grupos P120E y P95 fue sólo del 10-15%. 
 
Estos resultados muestran que la deficiencia de HT por un corto periodo de tiempo (20 días) 
en el adulto no provoca alteraciones en la anatomía del GD del hipocampo. Una deficiencia 
más prolongada de HT (45 días), aunque tampoco provoca cambios en la anatomía del GD 
sí revela algunas alteraciones ultraestructurales.  
 
3. INFLUENCIA DEL ESTADO TIROIDEO EN LA CONDUCTA Y 
LA MEMORIA 
 
3.1 Prueba de nado forzado 
3.1.1 Hipotiroidismo y reemplazo hormonal 
Trabajos anteriores de otros grupos (Malberg y Duman, 2003; Santarelli y cols., 2003; Jiang y 
cols., 2005) parecen demostrar que existe una relación entre la disminución de la neurogénesis del 
adulto en el GD y la depresión. Teniendo en cuenta que los desórdenes depresivos se asocian 
frecuentemente con el hipotiroidismo del adulto (Joffe y Levitt, 1993) y apoyándonos en nuestros 
resultados anteriores en relación a la neurogénesis, decidimos evaluar el estado de ánimo de los 
animales usando la prueba de nado forzado. En este modelo de depresión, las ratas son forzadas a 
nadar en un tanque del que no pueden escapar. Después de un periodo de actividad vigorosa, el 
animal se queda inmóvil, flotando y haciendo sólo los movimientos imprescindibles para mantener 
Resultados      59 
 
la cabeza fuera del agua. La inmovilidad indica un estado de desesperanza en el cual la rata ha 
aprendido que es imposible escapar y se resigna a las condiciones experimentales (Porsolt y cols., 
1977). Este entrenamiento de nado forzado actúa como un estrés moderado, que influye en la 
respuesta a la prueba del día siguiente. La tendencia a un comportamiento de tipo depresivo en un 
grupo experimental determinado se evalúa por el aumento de la duración del tiempo de flotación 
durante la prueba respecto a un grupo control. 
En nuestro experimento y durante la sesión de entrenamiento, todos los grupos presentaron 
un tiempo de flotación similar (F2,21= 2,061; P= 0,153; Figura 17). Este resultado descarta cualquier 
posible diferencia inicial de reactividad entre los grupos, incluyendo una posible alteración motora 
en las ratas hipotiroideas o una mayor tendencia a la hipotermia en estos animales que pudiera 
alterar su movilidad. Sin embargo, el ANOVA de una vía reveló un efecto significativo del factor 
estado tiroideo para el tiempo de flotación durante la prueba (F2,21= 25,881; P<0,001). Los análisis a 
posteriori mostraron que el hipotiroidismo aumentaba significativamente la duración del tiempo de 
flotación (P120E= 117,6s; P120H= 188,7s; P<0,001; Figura 17). Este efecto se revierte con el 
tratamiento de reemplazo hormonal (P120R= 138,5s, P<0,001 versus ratas H; P= 0,112 versus ratas 
E; Figura 17). 
 
 
 
Figura 17. Prueba de nado forzado en animales E, H y R. Las gráficas representan la media ± error 
estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: *** P<0,001; NS, no significativo. Diferencias respecto al 
grupo hipotiroideo: ### P<0,001. 
 
 
Estos resultados indican que la deficiencia de HT provoca una mayor susceptibilidad al 
comportamiento de tipo depresivo, que se puede normalizar con el reemplazo hormonal.  
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Teniendo en cuenta que los estudios de proliferación y la prueba de nado forzado se realizaron 
utilizando los mismos animales (grupo P120), se pueden correlacionar los datos obtenidos en 
ambos análisis para evaluar la posible relación entre ellos. La comparación entre el tiempo de 
flotación durante la prueba de nado forzado y el número de células BrdU+ en ratas con diferente 
estado tiroideo indicó una relación inversa entre ambos parámetros en condiciones de 
hipotiroidismo (Figura 18). 
 
 
Figura 18. Correlación entre el comportamiento depresivo y la proliferación en la ZSG en los 
mismos animales. El aumento del tiempo de flotación se correlaciona con la disminución del número de 
células BrdU+ en los animales hipotiroideos. Las gráficas representan la media ± error estándar. 
 
Estos resultados indican que las HT influyen no sólo en la neurogénesis del GD sino también 
en el comportamiento de tipo depresivo y que ambos procesos parecen estar relacionados.  
 
3.1.2. Tratamiento agudo con hormonas tiroideas 
El reemplazo hormonal se puede considerar como un tratamiento crónico, pues se lleva a cabo 
durante 25 o 45 días en los que se consiguen normalizar los niveles hormonales en las ratas tratadas 
(Tabla 1). Para evaluar la posibilidad de que el tratamiento con HT pueda afectar al 
comportamiento de tipo depresivo a través de mecanismos directos no relacionados con la 
neurogénesis, se estudió el efecto de una administración aguda de HT sobre este comportamiento. 
Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron pruebas de nado forzado adicionales utilizando 
ratas P120E, P120H y dos grupos diferentes de animales tratados de forma aguda con HT. El grupo 
P120W recibió el tratamiento de reemplazo hormonal en el agua de bebida desde 48h antes del test. 
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El grupo P120I recibió una única inyección de HT inmediatamente después del entrenamiento (24h 
antes del test) a una dosis 10 veces superior a la utilizada en el reemplazo hormonal. 
En este experimento tampoco se observaron diferencias entre los grupos durante la fase de 
entrenamiento (F2,21= 0,774, P= 0,518; Figura 19). Los resultados de este experimento mostraron 
que las ratas tratadas de manera aguda con HT (P120I y P120W) se comportaban de forma similar a 
los animales P120H (P120E=123,0 ± 8,5; P120H= 166,8 ± 10,8; P120I= 172,5 ± 16,8; P120W= 
165,0 ± 6,8; todos los grupos, P<0,05 versus E; Figura 19), sin que el tratamiento hormonal 
consiguiera revertir las alteraciones del comportamiento. 
 
 
 
Figura 19. Prueba de nado forzado: animales con tratamiento agudo. Las gráficas representan la media 
± error estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: *P<0,05; ** P<0,01; NS, no significativo. 
 
Estos resultados vienen a reforzar la hipótesis de la relación entre la disminución de la 
neurogénesis en el GD y el comportamiento de tipo depresivo. Estos resultados también 
refuerzan la posibilidad de la modulación de ambos procesos por el estado tiroideo explorada 
en el presente trabajo. 
 
3.2 Reconocimiento de un objeto nuevo 
Para evaluar si la disminución de los niveles de HT compromete en general la actividad 
hipocampal, se sometió a los animales a la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo (Ennaceur y 
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Delacour, 1988). En esta prueba se mide la memoria de reconocimiento visual, un modelo de 
memoria explícita que depende de la función del hipocampo (Myhrer, 1988). 
Esta prueba se realizó en los grupos de ratas P120 (E, H, R). Los 3 grupos exploraron los dos 
objetos presentados durante un periodo de tiempo similar durante la sesión de entrenamiento 
(F2,21= 0,17; P= 0,85). Este resultado descarta cualquier preferencia inicial por alguno de los objetos 
en cualquiera de los grupos estudiados. Tampoco se observó ninguna alteración locomotora o 
exploratoria en las ratas hipotiroideas. Un día después del entrenamiento, durante la prueba de 
retentiva, las ratas de todos los grupos mostraron una fuerte preferencia por explorar el objeto 
nuevo, como indica el índice de discriminación, significativamente diferente del nivel de exploración 
aleatorio, que es del 50% (P120E= 65,3%, t7= 10,1, P<0,001; P120H= 67,3%, t6= 7,02, P<0,001; 
P120R= 61,8%, t8= 2,2, P<0,05; Figura 20). Además no se hallaron diferencias entre los grupos 
(F2,21= 0,52; P= 0,60; Figura 20). Estos resultados indican que todos los animales estudiados 
recuerdan el objeto familiar con la misma intensidad independientemente de su estado tiroideo. 
 
 
 
Figura 20. Prueba de reconocimiento de un objeto nuevo. Las gráficas representan la media ± error 
estándar. No hay diferencias entre los grupos. NS, no significativo. La línea discontinua representa el nivel de 
exploración aleatorio (50%). 
 
Podemos concluir que el hipotiroidismo del adulto, al menos durante este periodo de tiempo, no 
altera la memoria de reconocimiento visual dependiente del hipocampo evaluada mediante esta 
prueba. Estos resultados indican también que la disminución de la neurogénesis producida por 
la deficiencia de HT no es suficiente para producir alteraciones en el desarrollo de esta tarea 
relacionada con la actividad hipocampal. 
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3.3 Pruebas de condicionamiento por miedo 
Para evaluar si el hipotiroidismo afecta a las capacidades de aprendizaje y memoria emocional 
de los animales, se realizaron las pruebas de condicionamiento al contexto y al sonido. En estas 
pruebas las ratas aprenden a tener miedo ante un estímulo inocuo (un contexto o un sonido) al 
asociarlo con un estímulo aversivo (una descarga eléctrica). Cuando se expone de nuevo al animal al 
contexto o al sonido, éste muestra una respuesta de miedo condicionado que se presenta como 
inmovilidad. El condicionamiento al sonido depende de la integridad de la amígdala, mientras que el 
condicionamiento al contexto es sensible a lesiones tanto en la amígdala como en el hipocampo 
(Phillips y LeDoux, 1992). La realización de ambas pruebas permite evaluar la integridad funcional 
de una u otra región.  
Se sometieron a esta prueba ratas P120 eutiroideas e hipotiroideas. Durante el entrenamiento, 
ambos grupos de ratas presentaron unos niveles de inmovilidad similares durante el intervalo post-
descarga (P120E=65,7±5,2%; P120H=71,2±3,0%; t11= 1,343; P= 0,091; Figura 21), lo que indica 
una sensibilidad similar al choque eléctrico. Tampoco se observaron diferencias iniciales durante el 
periodo pre-descarga. 
 
Cuando se volvió a exponer a las ratas al sonido de condicionamiento 48h después del 
entrenamiento, tampoco se encontraron diferencias entre los grupos (P120E= 72,2 ± 6,5%; 
P120H= 80,0 ± 3,1%; t11= 0,077; P= 0,191; Figura 21). Como estaba descrito, los animales 
eutiroideos mostraron una disminución en sus niveles de condicionamiento al ser reexpuestas al 
sonido 1 semana y 3 semanas después del entrenamiento (Figura 21). Sin embargo, las ratas 
hipotiroideas mostraron un tiempo de inmovilidad mayor en los ensayos de 1 semana (P120E= 73,7 
± 4,5%; P120H= 91,8 ± 2,8%; t11= 2,524; P<0,01; Figura 21) y 3 semanas después del 
entrenamiento (P120E= 57,5 ± 6,4%; P120H= 74,7 ± 6,5%; t11= 1,818; P<0,05; Figura 21) 
comparadas con las ratas eutiroideas. En ningún caso se observaron diferencias significativas entre 
los grupos durante los periodos pre-sonido. 
 
En la prueba de condicionamiento al contexto no se observaron diferencias entre las ratas E y 
H al re-exponer a los animales 24h (P120E= 47,4 ± 6,7%; P120H= 55,6 ± 6,0%; t11= 0,318; P= 
0,119) o 1 semana (P120E= 24,2 ± 2,5%; P120H= 28,9 ± 4,6%; t11= 0,106; P= 0,383; Figura 21) 
después del entrenamiento. Sin embargo, sí que se encontraron diferencias significativas entre los 
Resultados      64 
 
grupos 3 semanas después del condicionamiento (P120E= 15,6 ± 1,2%; P120H= 24,2 ± 3,9%; t11= 
2,405; P<0,05; Figura 21). 
 
 
 
Figura 21. Pruebas de condicionamiento por miedo. a) Condicionamiento al sonido. b) 
Condicionamiento al contexto. Las gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias respecto al 
grupo eutiroideo: *P<0,05; ** P<0,01; NS, no significativo. 
 
 
Los resultados indican que las memorias emocionales están potenciadas en los animales 
hipotiroideos. Las diferencias observadas en los estudios de condicionamiento entre los distintos 
estados tiroideos no parecen estar relacionadas con la función hipocampal. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
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Desde hace años se sabe que se necesitan concentraciones adecuadas de HT sistémicas, no sólo 
para el correcto desarrollo del SN, sino también para el mantenimiento del SN adulto. Sin embargo, 
mientras que el estudio de las acciones biológicas de las HT sobre el SN en desarrollo ha generado 
un gran interés científico, apenas se ha analizado la influencia de las HT sobre la función cerebral en 
el individuo adulto. Esto probablemente se deba, entre otros motivos, a conceptos establecidos 
basados en estudios de los años 60 que indicaban que el cerebro adulto no respondía 
metabólicamente al estado tiroideo. 
 
Precisamente en el momento de iniciarse esta tesis doctoral empezaba a surgir un nuevo campo 
de estudio dentro de la neurobiología, derivado de la aceptación por parte de la comunidad 
científica de la generación de nuevas neuronas en el cerebro adulto. Los estudios iniciales sobre la 
neurogénesis del adulto indicaban que muchos de los procesos que tienen lugar durante el 
desarrollo pueden ocurrir también en el adulto, y además modularse por señales similares. La 
importancia de las HT en distintos procesos de neurogénesis y gliogénesis durante el desarrollo 
sugería su posible implicación en la neurogénesis del adulto. 
 
La aportación más relevante de este trabajo ha sido demostrar que se necesitan niveles 
adecuados de HT para la correcta generación de nuevas neuronas granulares en el GD adulto. Los 
estudios in vivo presentados muestran claramente que el hipotiroidismo en el individuo adulto, 
incluso durante un corto periodo de tiempo, altera la capacidad proliferativa de la ZSG, la 
generación de neuroblastos y su maduración posterior. Además, la deficiencia hormonal provoca 
una tendencia al comportamiento de tipo depresivo. El tratamiento de reemplazo hormonal 
revierte, en los mismos animales, los cambios en la proliferación y maduración celular en la ZSG en 
paralelo a la normalización del comportamiento de tipo depresivo. Estos resultados sugieren la 
existencia de una relación causal entre el hipotiroidismo, la reducción de la neurogénesis y la 
tendencia al comportamiento de tipo depresivo. Además, el hecho de que el tratamiento agudo con 
HT no sea capaz de revertir las alteraciones conductuales refuerza la posibilidad de esta relación. 
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1. HORMONAS TIROIDEAS Y NEUROGÉNESIS 
1.1 Proliferación en el giro dentado 
Para cuantificar la capacidad proliferativa de la ZSG en animales con distinto estado tiroideo se 
usaron dos marcadores diferentes, obteniendo una buena correlación entre ellos. 
En las células en proliferación en la ZSG, la fase S del ciclo celular dura aproximadamente 8h y 
el ciclo completo 25h (Cameron y McKay, 2001). El compuesto BrdU se incorpora sólo durante la 
fase S del ciclo celular y tiene una vida media de 2h en la circulación. El protocolo utilizado (4 
inyecciones espaciadas 2h y el sacrificio de los animales a las 24h de la primera inyección) marca 
fundamentalmente células en proliferación. De hecho, el marcaje obtenido con los anticuerpos anti-
BrdU concuerda con el que se obtiene tras la detección del antígeno de proliferación Ki67, que se 
expresa durante todas las fases del ciclo celular (Kee y cols., 2002). El porcentaje de células 
inmunopositivas para ambos marcadores era muy similar en cada uno de los grupos experimentales. 
Además, en todos los grupos, más del 90% de las células BrdU y Ki67 inmunopositivas se 
encontraban formando parte de unidades proliferativas. La correlación de los resultados obtenidos 
caracterizando ambos marcadores de proliferación indica que con el protocolo de BrdU utilizado 
apenas se detectan células postmitóticas BrdU+. Además, esta correlación descarta la posibilidad de 
que la reducción observada en el número de células BrdU+ en condiciones de hipotiroidismo se 
deba a restricciones del paso de la BrdU a través de la barrera hematoencefálica. 
 
Nuestros resultados indican que la capacidad proliferativa de la ZSG es muy sensible a los 
niveles circulantes de HT. Hemos cuantificado una reducción del 30% en el número de células en 
proliferación tan sólo 20 días tras la tiroidectomía. Hay que tener en cuenta que aunque se extirpe el 
tiroides, para conseguir un hipotiroidismo cerebral tienen que disminuir los niveles intracerebrales 
de HT. La existencia de mecanismos que mantienen la homeostasis de HT cerebrales hace que se 
retrase esta disminución (Silva y Matthews, 1984; Obregon y cols., 1991). A los 15 días de la 
tiroidectomía las concentraciones intracerebrales de HT disminuyen aproximadamente un 50% y a 
los 2 meses se alcanzan los niveles mínimos hormonales (alrededor de un 15% de los niveles 
eutiroideos; Obregón y cols., 1981). 
 
En el último año del desarrollo de esta tesis doctoral se han publicado dos estudios en los que 
también se analiza la implicación de las HT en la neurogénesis en la ZSG de ratas adultas 
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(Ambrogini y cols., 2005; Desouza y cols., 2005). En ninguno de estos estudios se detectan efectos 
de las HT sobre la proliferación en la ZSG adulta in vivo, aunque sí observan una disminución de la 
neurogénesis en condiciones de hipotiroidismo (ver siguiente apartado). Las discrepancias con el 
trabajo desarrollado en esta tesis pueden deberse a la utilización de drogas antitiroideas en estos 
estudios para inducir el hipotiroidismo en el adulto. El uso de drogas antitiroideas provoca una 
disminución mucho más lenta de los niveles de HT circulantes y cerebrales que la tiroidectomía 
quirúrgica, ya que la glándula tiroides es el único reservorio de HT corporales. Las discrepancias 
señaladas podrían deberse además a las diferencias en los protocolos de BrdU utilizados. En los dos 
estudios anteriores se utiliza un protocolo de administración de BrdU muy semejante (1 inyección 
cada 12h durante 2 o 3 días) que, por su duración, marcaría más células postmitóticas que nuestro 
protocolo. Por otra parte, en estos trabajos no se ha utilizado un método alternativo de detección 
de un antígeno de proliferación endógeno que verifique la cuantificación de las células en 
proliferación. Sin embargo, otros estudios si han cuantificado en estadios juveniles una disminución 
de la proliferación en la ZSG provocada por la deficiencia de HT durante el desarrollo, en un 
modelo experimental murino de hipotiroidismo congénito (Uchida y cols., 2005). Además, el 
tratamiento de estos animales con T3 consiguió normalizar la capacidad proliferativa del GD.  
 
También recientemente varios grupos han investigado las acciones de las HT sobre la 
neurogénesis en la otra región neurogénica del cerebro adulto, la ZSV, con resultados muy dispares. 
Se ha descrito tanto un descenso en la proliferación celular en ratones adultos hipotiroideos 
(Lemkine y cols., 2005), como un aumento en ratas hipotiroideas adultas (Fernández y cols., 2004). 
En un trabajo anterior de Giardino y cols. (Giardino y cols., 2000) no detectaban diferencias en la 
proliferación en la ZSV en ratas adultas tratadas con una droga antitiroidea, aunque el tratamiento 
con T3 aumentaba considerablemente la proliferación en esta región. Estas divergencias pueden 
deberse a diferencias en el modelo experimental estudiado y también a la complejidad celular de la 
ZSV. Se ha descrito que en la ZSV se generan neuronas, pero también una proporción considerable 
de células gliales y, en especial, oligodendrocitos. Hay que tener en cuenta que las HT en 
combinación con factores de crecimiento, están implicadas en la proliferación de células precursoras 
de oligodendrocitos y en la diferenciación y maduración posterior de los mismos (Baas y cols., 
1997). Por otra parte, la ZSV es una región con una elevada densidad celular y una heterogeneidad 
regional en cuanto a su capacidad proliferativa. Por ello es muy importante la utilización de 
métodos estereológicos adecuados para cuantificar de una manera fiable las células en proliferación 
en esta región. 
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Nuestros resultados muestran que el tratamiento de las ratas hipotiroideas con HT aumenta el 
número de células en proliferación incluso por encima de los valores de los animales eutiroideos. 
Este efecto parece sugerir un mecanismo rápido de recuperación de la neurogénesis después de un 
daño. Un mecanismo similar se ha descrito durante el periodo de abstinencia de alcohol. Se ha 
observado una reducción de la proliferación en la ZSG como consecuencia del consumo crónico de 
alcohol y un aumento temporal de hasta 4 veces en la proliferación en el GD tras 7 días de 
abstinencia (Nixon y Crews, 2004). 
El número de unidades proliferativas también disminuye con el hipotiroidismo y aumenta con el 
tratamiento hormonal. Que sepamos, esta es la primera vez que se observa una variación en el 
número de unidades proliferativas en la ZSG como consecuencia de un mecanismo modulador de 
la neurogénesis. Este resultado es importante ya que las células que componen una unidad 
proliferativa parecen derivar de una única célula madre. Por tanto, la disminución del número de 
unidades proliferativas podría indicar la salida del ciclo celular de las células madre, la no activación 
de las mismas desde su estado de quiescencia, o la ralentización de su ciclo proliferativo. El 
aumento del número de unidades proliferativas tras el reemplazo hormonal, incluso por encima de 
los niveles eutiroideos, indicaría que las HT son capaces de incrementar la capacidad proliferativa de 
la ZSG. Para profundizar en esta hipótesis sería muy interesante determinar si en condiciones de 
eutiroidismo el tratamiento hormonal también es capaz de aumentar esta capacidad proliferativa, 
resultando en un incremento de la neurogénesis en esta región. 
 
Entre los posibles factores que pueden influir en la proliferación en la ZSG se encuentran los 
glucocorticoides (Cameron y Gould, 1994; Karishma y Herbert, 2002). Se ha descrito que hay una 
correlación negativa entre los niveles de glucocorticoides y la proliferación de precursores de células 
granulares (Cameron y Gould, 1994; Montaron y cols., 1999). Además, el aumento en los niveles 
plasmáticos de corticosterona inducido por situaciones de estrés (Tanapat y cols., 2001) o por la 
edad (Montaron y cols., 2006), disminuye considerablemente la proliferación en la ZSG. Por este 
motivo, se analizó la posibilidad de que variaciones de los niveles plasmáticos de corticosterona 
pudieran estar relacionadas con los resultados obtenidos. Estas variaciones podrían deberse al 
propio estado tiroideo de cada grupo experimental o a una diferente respuesta al estrés generado en 
nuestros protocolos experimentales relacionada con el estado tiroideo. 
La concentración de corticosterona en los animales hipotiroideos era significativamente menor 
que en los eutiroideos, lo que confirma estudios anteriores (Kamilaris y cols., 1991). Por lo que los 
efectos de las HT sobre la proliferación en el GD no parecen estar mediados por cambios en los 
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niveles de corticosterona plasmática, ni por una mayor respuesta al estrés en condiciones de 
hipotiroidismo. 
 
1.2 Generación de nuevas neuronas en el giro dentado 
En la ZSG, la mayoría de las células en proliferación se diferencian a neuronas (Steiner y cols., 
2004). Por tanto, se esperaría que la reducción del número de células en proliferación en los 
animales hipotiroideos diera lugar a un menor número de neuroblastos. Esta hipótesis se confirmó 
analizando las células que expresan DCX, una proteína asociada a los microtúbulos que se expresa 
en neuroblastos y neuronas inmaduras. Se ha demostrado que la expresión de esta proteína refleja 
los niveles de neurogénesis en el GD del adulto (Brown y cols., 2003b; Rao y Shetty, 2004; 
Couillard-Despres y cols., 2005). Todos los grupos de animales hipotiroideos presentaron una 
disminución del número de células DCX+ en la ZSG. En dos estudios recientes, como se explica 
más arriba, también se ha observado que la neurogénesis en el GD en el adulto se modula por el 
estado tiroideo (Ambrogini y cols., 2005; Desouza y cols., 2005). En concreto, en uno de estos 
estudios se ha observado una disminución de los neuroblastos inmaduros generados de novo 
detectados por la expresión de otras dos proteínas características de esta población celular (TUC-4 y 
PSA-NCAM; Ambrogini y cols., 2005). El efecto de la deficiencia de HT sobre la población de 
células DCX+ parece reflejar el defecto observado en el número de células en proliferación, ya que 
el porcentaje de reducción es similar en ambos casos en todos los grupos hipotiroideos estudiados. 
El hipotiroidismo en el adulto no sólo disminuye el número de células DCX+, sino que además 
induce graves alteraciones en la morfología del árbol dendrítico de las células remanentes. Las 
dendritas de las células DCX+ de animales eutiroideos contactan con la capa molecular del GD e 
incluso la atraviesan llegando hasta regiones muy cercanas al ventrículo. El significado funcional de 
estas largas dendritas no se conoce, pero pudieran ser importantes para la diferenciación terminal y 
la integración de las nuevas neuronas en circuitos operativos, de manera similar a lo que ocurre 
durante el desarrollo (Ribak y cols., 2004). Estas largas dendritas también podrían ser importantes 
para modular la proliferación de los neuroblastos DCX+. En este sentido se ha observado en 
estudios in vitro que los astrocitos estimulados con T3  activan la proliferación de precursores de 
células granulares del cerebelo. Esta activación de la proliferación celular está mediada tanto por la 
secreción de factores de crecimiento por los astrocitos, como por el establecimiento de contactos 
celulares astrocito-precursor neuronal (Martinez y Gomes, 2005). Hay que tener en cuenta además 
que la capa molecular del GD contiene una gran proporción de astrocitos que expresan D2 
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(Guadaño-Ferraz y cols., 1999), que es la enzima responsable de la generación local de la hormona 
activa T3 en el SN. La hipoplasia del árbol dendrítico en condiciones de hipotiroidismo impediría la 
correcta señalización de estas dendritas que no alcanzarían la longitud de las normales y por tanto 
no contactarían con las células correspondientes ni recibirían las señales adecuadas. 
El efecto que observamos del hipotiroidismo del adulto en la extensión de neuritas concuerda 
con resultados previos de otros grupos sobre el papel de las HT en el ensamblaje y la estabilidad del 
citoesqueleto durante el desarrollo (Nunez y cols., 1991). El hipotiroidismo durante el desarrollo 
induce anomalías en el crecimiento de las neuritas a la vez que disminuye el número y la densidad de 
los microtúbulos (Nunez y cols., 1989). Se ha descrito que estos efectos podrían deberse a la 
modulación por HT de la expresión de varios componentes del citoesqueleto, en particular las 
tubulinas y ciertas proteínas asociadas a los microtúbulos (Stein y cols., 1990). Otros trabajos 
indican que el hipotiroidismo en el adulto reduce la extensión de procesos y el número de espinas 
en neuronas neocorticales, lo que se revierte tras 25 días de tratamiento con T4 (Ruiz-Marcos y 
cols., 1980). Por otra parte, la expresión de DCX en las neuronas inmaduras puede estar relacionada 
con la reorganización de los microtúbulos y el crecimiento de procesos celulares (Deuel y cols., 
2006), aunque hasta el momento no se ha descrito que la DCX sea un gen diana de HT. Con 
nuestros resultados podemos afirmar que hay una disminución del número de células DCX+, pero 
no podemos concluir si hay una disminución o no de la transcripción del gen que codifica esta 
proteína. 
El tratamiento de animales hipotiroideos con HT aumenta el número de células DCX+ por 
encima de los niveles eutiroideos y recupera de forma notable la morfología dendrítica de las células 
marcadas. El hecho de que el reemplazo hormonal sea capaz de recuperar no sólo la proliferación 
celular, sino también el número de neuroblastos comprometidos, indica que las HT deben ser un 
factor importante en la modulación de la neurogénesis del adulto en la ZSG.  
 
La acción de las HT sobre la neurogénesis en la ZSG podría deberse a un efecto directo sobre 
las células madre y los precursores neuronales, ya que en el GD adulto se expresan las isoformas 
principales de los TRs (Guadaño-Ferraz y cols., 2003). En concreto, se ha observado la expresión 
de TRα, TRβ1 y TRβ2 en células en proliferación en la ZSG (Desouza y cols., 2005). Las HT 
también podrían ejercer efectos indirectos sobre los precursores neuronales a través de otras 
poblaciones celulares. Se ha descrito que las HT estimulan la liberación de factores de crecimiento 
por astrocitos (Trentin y cols., 2003; Martinez y Gomes, 2005), que podrían actuar sobre las células 
madre o los progenitores neuronales. 
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1.3 Supervivencia de las nuevas células generadas 
El análisis de la supervivencia celular reveló que no había diferencias en el número de células 
BrdU+ marcadas a largo plazo entre los animales eutiroideos e hipotiroideos. Para llevar a cabo este 
estudio se realizaron dos protocolos de inyecciones diferentes. En el protocolo 1 la pauta de 
inyección de BrdU es idéntica a la de los estudios de proliferación, lo que permite establecer la tasa 
de supervivencia de las células entre ambas edades, la cual estaba incrementada en los animales 
hipotiroideos. Con este protocolo se obtuvo un número de células marcadas pequeño, lo que podía 
conllevar un cierto sesgo. Para descartar este sesgo, se realizó el protocolo 2, con el que se marcaron 
más células por administrar BrdU durante más días. Además, en este segundo protocolo se reduce 
la dilución del marcaje con BrdU al acortar el tiempo de análisis de la supervivencia (de 4 a 3 
semanas). En ambos casos se obtuvieron los mismos resultados, descartando el posible sesgo por 
evaluar un pequeño porcentaje de la población de células que sobreviven. En ambos protocolos se 
analizó el número de células marcadas cuando ya se ha producido la mayoría de la muerte en esta 
población celular (Dayer y cols., 2003). 
El número de células BrdU+ que permanecen marcadas después de un tiempo largo desde la 
administración de la BrdU viene determinado por dos factores: la tasa de muerte celular y la 
dilución del marcaje por las sucesivas divisiones de las células que captaron la BrdU. 
Se ha cuantificado que alrededor de un 50% de las neuronas generadas mueren durante el 
primer mes (Dayer y cols., 2003). En nuestros estudios no se observaron diferencias en el número 
de células apoptóticas entre los grupos estudiados valoradas con distintas aproximaciones 
experimentales (método TUNEL, detección de caspasa-3 activada y estudios morfológicos de 
células picnóticas). Por tanto, puede descartarse que el número de células que sobreviven en 
condiciones de hipotiroidismo esté alterado por este factor. Únicamente con el método TUNEL se 
apreció una tendencia a la reducción de la muerte celular en los animales hipotiroideos. Sería lógico 
que al generarse menos células, también degenerara un número menor. Sin embargo, las diferencias 
no llegan a ser estadísticamente significativas y no se corroboran con los otros métodos utilizados. 
Además, el número de células detectadas con este método es muy pequeño y se ha sugerido que 
puede no ser un método muy fiable para obtener datos cuantitativos. Por otro lado, al no haber 
diferencias en la tasa de apoptosis entre los grupos estudiados, la disminución observada en el 
número de células en proliferación y en el número de neuronas generadas no debe producirse por 
un aumento de la muerte celular en estas poblaciones. En otros estudios (Ambrogini y cols., 2005; 
Desouza y cols., 2005) se ha observado un aumento de la muerte celular en la ZSG en animales 
hipotiroideos cuantificado por el método de TUNEL. En dichos estudios se trata a los animales con 
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drogas antitiroideas que podrían tener un efecto específico sobre las células en esta región y 
diferente al de la tiroidectomía. En otro estudio no se detectaron diferencias en el índice de células 
picnóticas en el GD en desarrollo en animales hipotiroideos (Rami y cols., 1986b). Por su parte, 
Lemkine y cols. (Lemkine y cols., 2005) observaron una disminución de la muerte celular 
detectando caspasa-3 activada en la ZSV de ratones hipotiroideos adultos. 
 
Al no detectar diferencias en la muerte celular, podemos concluir que la mayor tasa de 
supervivencia de las células BrdU+ a largo plazo en los animales hipotiroideos se debe 
probablemente a una menor dilución del marcaje. Esto sugiere que en estos animales se produce 
una reducción de la tasa de división celular, probablemente por un alargamiento del ciclo celular de 
los progenitores neuronales. Esta posibilidad se correlaciona con la reducción de la proliferación 
observada. De la misma manera, Lemkine y cols. (Lemkine y cols., 2005) estudiando la ZSV 
observan una menor proporción de células que, una vez han proliferado, vuelven a entrar en ciclo 
en los animales hipotiroideos. Se ha descrito que las HT regulan la expresión de varias proteínas 
relacionadas con la progresión del ciclo celular, aunque estos estudios, la mayoría in vitro, presentan 
resultados controvertidos (Barrera-Hernandez y cols., 1999; Perez-Juste y Aranda, 1999; Pibiri y 
cols., 2001; Holsberger y cols., 2003; Nygard y cols., 2003).  
 
1.4 Anatomía y ultraestructura del giro dentado 
A pesar de las alteraciones que se observan en la neurogénesis en los animales hipotiroideos, en 
nuestros estudios no se observaron diferencias en la distribución celular, ni en el volumen total del 
GD entre los grupos estudiados. Esto coincide con otros análisis de estos parámetros en ratas 
adultas tratadas con diferentes drogas antitiroideas durante 21 o 28 días (Desouza y cols., 2005). En 
otro estudio tampoco se  observaron diferencias en el volumen del GD por deficiencia de HT en 
animales con hipotiroidismo postnatal prolongado (hasta 4 meses), a pesar de detectar una 
disminución en el número total de neuronas granulares (Madeira y cols., 1991). Sin embargo, otros 
estudios detectaron una pequeña reducción del volumen del GD tras 30 días de tratamiento con 
una droga antitiroidea (Ambrogini y cols., 2005). Trabajos clásicos indican que el hipotiroidismo 
durante el desarrollo provoca una disminución del crecimiento longitudinal y del volumen del 
hipocampo (Rabie y cols., 1979).  
El análisis de la ultraestructura de las células granulares mostró un aumento en la proporción 
de células con invaginaciones nucleares a los 45 días de la tiroidectomía y no antes. El significado de 
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este hallazgo no se conoce, y no se había descrito anteriormente como un cambio ultraestructural 
debido al hipotiroidismo, pero podría estar relacionado con una disminución de la actividad 
transcripcional. Cuando disminuye la actividad transcripcional hay un aumento de la compactación 
de la cromatina y esto induce una disminución del volumen nuclear. Como consecuencia de esta 
disminución, la membrana nuclear redundante se invagina. Se piensa que esto ocurre porque la 
membrana nuclear es muy estable y de esta manera se consigue tener un reservorio de membrana en 
el caso de que cambie la actividad transcripcional. De hecho, este proceso de formación de 
invaginaciones nucleares puede ocurrir de manera reversible en neuronas diferenciadas en respuesta 
a diferentes estímulos que modifican la actividad transcripcional (Lafarga y cols., 1998). Por otra 
parte, la diferenciación neuronal y la extensión de dendritas implican un aumento en la actividad 
transcripcional, que también se acompaña de cambios en la morfología nuclear (Navascues y cols., 
2004). Además, la presencia de invaginaciones nucleares se ha detectado en células indiferenciadas 
(Johnson y cols., 2003). 
En esta tesis no hemos realizado un estudio morfométrico del tamaño nuclear de las células 
granulares, pero otros grupos si han detectado una disminución de su tamaño nuclear en ratas 
hipotiroideas adultas (Ambrogini y cols., 2005). Esto se podría correlacionar con el aumento de la 
proporción de células con invaginaciones nucleares en nuestro modelo de hipotiroidismo en el 
adulto. 
 
2. HORMONAS TIROIDEAS Y CONDUCTA 
2.1 Comportamiento de tipo depresivo 
La prueba de nado forzado es el test mejor caracterizado y más ampliamente utilizado para 
evaluar alteraciones en el comportamiento de tipo depresivo en roedores (Porsolt y cols., 1991; 
Redei y cols., 2001). Diversas evidencias experimentales indican que las alteraciones psiquiátricas, 
incluyendo la depresión, están relacionadas con la neurogénesis del adulto en el GD (Malberg, 
2004), y en especial con la capacidad proliferativa de la ZSG. El tratamiento crónico con fármacos 
antidepresivos aumenta la proliferación en el GD sin afectar a la diferenciación (Malberg y cols., 
2000). Además, para la eficacia terapéutica de estos fármacos es necesaria la estimulación de la 
proliferación de los precursores en la ZSG (Santarelli y cols., 2003). 
Nuestros resultados indican que el hipotiroidismo del adulto, en paralelo a la reducción de la 
proliferación de la ZSG, induce un comportamiento de tipo depresivo. En un estudio previo 
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también se observó que el hipotiroidismo severo aumentaba el tiempo de flotación en la prueba de 
nado forzado en comparación con ratas eutiroideas y que este efecto sólo se prevenía con dosis 
elevadas de T4 (Kulikov y cols., 1997). El tratamiento con HT utilizado en esta tesis consiste en la 
administración crónica de una combinación fisiológica de T4 y T3 basada en estudios previos, en 
los que observaban que sólo esta combinación era capaz de normalizar los niveles de HT en 
diversas regiones cerebrales (Escobar-Morreale y cols., 1996). Probablemente por ello, el reemplazo 
hormonal que conseguimos con este protocolo no sólo recupera la tasa proliferativa de los 
progenitores de la ZSG, sino que es capaz de revertir también las alteraciones del comportamiento, 
como ocurre en otras situaciones de activación de la proliferación en el GD (Malberg y Duman, 
2003; Santarelli y cols., 2003; Jiang y cols., 2005). Estos resultados muestran que hay una alteración 
de la conducta emocional provocada por el hipotiroidismo, que podría correlacionarse con las 
alteraciones de la neurogénesis. 
En este estudio hemos comprobado que el tratamiento agudo con HT no es capaz de 
normalizar el comportamiento de tipo depresivo en los animales hipotiroideos. Esto descarta que la 
mejoría del estado depresivo se deba a una acción rápida de las HT, por ejemplo sobre la 
neurotransmisión (Whybrow, 1996). Sin embargo, el tiempo necesario para inducir cambios 
funcionales tras el tratamiento hormonal refuerza la posibilidad de una correlación entre el estado 
tiroideo, la neurogénesis y el comportamiento. De todas formas, no se puede descartar que la 
modulación de la actividad serotoninérgica y noradrenérgica por HT pudiera estar implicada en el 
desarrollo de la prueba de nado forzado en los distintos grupos experimentales. Hay que tener en 
cuenta que tanto la serotonina como la norepinefrina modulan la proliferación en la ZSG y por 
tanto la generación de nuevas neuronas en el GD adulto (Brezun y Daszuta, 1999; Banasr y cols., 
2001; Kulkarni y cols., 2002). 
Está bien establecido que el estrés puede influir en el comportamiento, y más específicamente 
en el comportamiento de tipo depresivo (Johnson y cols., 2006). Bajos niveles de glucocorticoides 
en suero se han relacionado con una reducción en el tiempo de flotación en la prueba de nado 
forzado y viceversa (Baez y Volosin, 1994). Las medidas de los niveles plasmáticos de 
corticosterona en los distintos estados tiroideos descartan la posibilidad de que el aumento en el 
tiempo de flotación en las ratas hipotiroideas en la prueba de nado forzado se deba a alteraciones de 
la función adrenal. 
En humanos, las alteraciones de la función tiroidea se han relacionado con alteraciones 
psiquiátricas, especialmente con estados depresivos, que son reversibles con una terapia de 
reemplazo hormonal (Oomen y cols., 1996; Joffe, 2002). Por otra parte, estudios epidemiológicos 
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han encontrado que las mejorías del estado de ánimo y determinadas funciones neuropsicológicas 
son los parámetros más sensibles para evaluar la eficacia del tratamiento de reemplazo con HT en 
individuos hipotiroideos (Bunevicius y cols., 1999). De esto se deduce que pequeñas variaciones de 
los niveles de HT en el adulto afectan mucho más a la funcionalidad del cerebro que a otros 
parámetros bioquímicos. Además, en pacientes refractarios al tratamiento con fármacos 
antidepresivos el tratamiento adyuvante con HT durante varias semanas resulta beneficioso 
(Aronson y cols., 1996). 
 
2.2 Aprendizaje y memoria 
No se han observado alteraciones en el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo 
con las pruebas realizadas, lo que sugiere que no todas las funciones dependientes de esta estructura 
cerebral se encuentran alteradas por el estado tiroideo del animal, ni por la reducción de la 
neurogénesis. 
 
2.2.1 Reconocimiento de un objeto nuevo 
En relación a la memoria visual, no se observaron diferencias entre los grupos experimentales 
en la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo a largo plazo. Esta tarea depende de la 
funcionalidad del hipocampo (Myhrer, 1989). Este resultado indica que la disminución de la 
neurogénesis en el GD tras 6 semanas de hipotiroidismo no es suficiente para producir alteraciones 
en el desarrollo de esta tarea. En un estudio reciente se ha cuantificado una reducción de un 65% en 
la neurogénesis en el GD tras el tratamiento con un agente antimitótico. Además, la administración 
de esta droga impidió que se produjese el aumento en la memoria a largo plazo mediada por el 
enriquecimiento del medio y evaluada con la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo (Bruel-
Jungerman y cols., 2005). Esto parece indicar que las nuevas neuronas granulares participan en este 
tipo de memoria. Sin embargo, en nuestro modelo de hipotiroidismo sólo se produce una reducción 
de un 30% en la neurogénesis, lo cual puede ser insuficiente para afectar a la memoria a largo plazo. 
Por otra parte, las drogas citostáticas tienen un amplio margen de efectos directos y secundarios que 
no son fácilmente distinguibles, por lo que el bloqueo de la formación de memorias utilizando estas 
drogas, podría no estar relacionado con la neurogénesis del adulto. 
Ratones con una mutación dominante negativa del TRα1 presentan deficiencias en la memoria 
de reconocimiento visual evaluada con esta tarea, que sólo se normalizan tras un tratamiento 
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crónico con dosis elevadas de T3 en el adulto. Estos animales tienen niveles eutiroideos de HT en 
plasma y cerebro y el tratamiento con dosis elevadas de T3 se utiliza para revertir la actividad 
dominante negativa del receptor mutado (Venero y cols., 2005). Es interesante resaltar que los 
animales con esta mutación dominante del TRα1 muestran una disminución de la densidad de 
terminales GABAérgicas de las células en cesto y candelabro en la región CA1 del hipocampo. Esta 
región juega un importante papel en la memoria de reconocimiento visual (Hammond y cols., 2004). 
En nuestro modelo experimental de hipotiroidismo en estadios adultos probablemente esta región 
del hipocampo no se afecte lo suficiente como para alterar la memoria visual evaluada mediante esta 
tarea. En cualquier caso, sería interesante explorar si la deficiencia en la activación transcripcional 
debida al hipotiroidismo del adulto afecta a los circuitos inhibitorios del hipocampo y del GD. 
 
2.2.2 Condicionamiento por miedo 
El condicionamiento por miedo es una prueba que evalúa el aprendizaje y la memoria. No se 
observaron diferencias durante el entrenamiento en esta prueba, lo que indica que el hipotiroidismo 
no interfiere en la adquisición del condicionamiento. 
 
La prueba de condicionamiento al sonido depende de la amígdala y no del hipocampo 
(Phillips y LeDoux, 1992). Los resultados de esta prueba apuntan a que la actividad de la amígdala 
se ve favorecida al cabo de 1 y 3 semanas por la ausencia de hormona. Este resultado podría 
deberse a una potenciación en la consolidación de la información emocional en los animales 
hipotiroideos. Sin embargo, el que no se observen diferencias entre los grupos a las 48h del 
entrenamiento no apoya esta posibilidad. Otra explicación sería que los animales hipotiroideos 
presentasen un déficit en la extinción de la memoria emocional en el tiempo. Sin embargo, con los 
experimentos realizados no podemos confirmarlo. En todo caso, esta potenciación de memorias 
emocionales implicaría una mala adaptación, dado que una información emocional de intensidad 
moderada se transforma en una memoria robusta y con una respuesta conductual de miedo 
exagerada. Esto sugiere que las ratas hipotiroideas podrían ser más susceptibles a memorias 
traumáticas. 
 
El condicionamiento al contexto depende de la amígdala y además del hipocampo, el cual 
interviene en la formación de una representación integrada del contexto (Phillips y LeDoux, 1992; 
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Maren y Holt, 2000). En esta prueba se aprecia que las ratas hipotiroideas recuerdan mejor a largo 
plazo (3 semanas). Por los resultados obtenidos con las pruebas anteriores, parece que este recuerdo 
negativo estaría potenciado por la actividad de la amígdala y no por la función hipocampal. Por 
tanto, la disminución de la neurogénesis en la ZSG no parece alterar la memoria dependiente del 
hipocampo. 
 
3. REPERCUSIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS  Y 
PERSPECTIVAS FUTURAS 
Nuestros resultados sugieren que los desórdenes del comportamiento depresivo provocados 
por el hipotiroidismo en humanos adultos pueden estar relacionados, entre otros factores, con la 
disminución de la neurogénesis en el GD. No sabemos si se pueden llegar a producir daños 
estructurales o funcionales permanentes en el GD al aumentar el periodo de hipotiroidismo o 
hacerlo repetidamente. Hay que tener en cuenta que el hipotiroidismo es una enfermedad con una 
elevada prevalencia y que en muchos casos tarda en diagnosticarse. Estos resultados podrían 
considerarse además en el diseño de los protocolos para el seguimiento del cáncer de tiroides con 
radioyodo después de la tiroidectomía quirúrgica. Muchos de estos protocolos incluyen la retirada 
de HT periódicamente durante varias semanas, 
Nuestros estudios pueden contribuir además a la detección, seguimiento y tratamiento de los 
desórdenes del comportamiento. En este sentido podría ser importante estudiar las consecuencias 
de la administración de HT en un modelo experimental de depresión eutiroideo, analizando los 
efectos del tratamiento en la neurogénesis del adulto y en el comportamiento. 
Este trabajo también puede contribuir al desarrollo de futuras aplicaciones terapéuticas 
encaminadas a paliar daños cerebrales por activación de la neurogénesis endógena. Por ello sería 
interesante profundizar en el entendimiento de los mecanismos de acción de las HT en este proceso 
biológico. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
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1. El hipotiroidismo inducido por tiroidectomía quirúrgica en el adulto, incluso por un corto 
periodo de tiempo, es suficiente para provocar una disminución significativa de la proliferación en 
la zona subgranular del giro dentado. 
 
2. El hipotiroidismo del adulto también interfiere con la correcta maduración de los neuroblastos y 
neuronas inmaduras generadas de novo en el giro dentado, reduciendo su número, alterando su 
distribución y provocando una hipoplasia de su árbol dendrítico. 
 
3. La disminución de la neurogénesis en el giro dentado por deficiencia de hormonas tiroideas no se 
explica por el aumento de la muerte celular en esta región, ni por variaciones de los niveles 
sistémicos de corticosterona. 
 
4. La supervivencia celular en el giro dentado no parece estar afectada por el estado tiroideo del 
animal. 
 
5. La disminución de la neurogénesis en el giro dentado del adulto en condiciones de hipotiroidismo 
parece estar relacionada con alteraciones en el mantenimiento del estado de ánimo, específicamente 
con una tendencia al comportamiento de tipo depresivo. 
 
6. El hipotiroidismo del adulto sin embargo no interfiere con otras capacidades funcionales de la 
formación del hipocampo, como la memoria visual y espacial. 
 
7. El tratamiento crónico con hormonas tiroideas es capaz de revertir, en los mismos animales, las 
alteraciones en la capacidad proliferativa del giro dentado y la tendencia al comportamiento de tipo 
depresivo observadas en condiciones de hipotiroidismo. Sin embargo, el tratamiento agudo no 
puede revertir las anomalías conductuales. Esto indicaría que las hormonas tiroideas pueden influir 
en el comportamiento a través de la modulación de la neurogénesis en el adulto. Estos resultados 
sugieren además que los desórdenes del comportamiento provocados por el hipotiroidismo del 
adulto en humanos podrían deberse, entre otros factores, a una disminución de la proliferación en 
el giro dentado. 
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8. A pesar de que con el reemplazo hormonal se revierten las alteraciones estudiadas, no se puede 
descartar la existencia de daños estructurales o funcionales permanentes debidos a la interrupción 
de la neurogénesis en el giro dentado durante el periodo de deficiencia hormonal. Esta posibilidad 
debería considerarse en los protocolos clínicos en los que la terapia de reemplazo hormonal se 
interrumpe durante varias semanas. 
 
9. La modulación por hormonas tiroideas de la neurogénesis en el giro dentado del adulto abre 
nuevas expectativas en el desarrollo de futuras terapias encaminadas a paliar daños neuronales por 
movilización de células madre endógenas. Por otra parte, nuestros resultados también abren nuevas 
vías de entendimiento sobre los mecanismos de acción de las hormonas tiroideas en los desórdenes 
depresivos. En ambos casos, patologías con una elevada frecuencia en la población mundial. 
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